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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
16S rRNA:  16S ribosomska RNA (angl. 16S ribosomal RNA) 
23S rRNA:  23S ribosomska RNA (angl. 23S ribosomal RNA)  
30S:   Mala bakterijska ribosomska podenota (angl. small ribosome subunit) 
ABC:   Od ATP odvisni transportni sistem (angl. ATP – binding cassettes) 
AIDS: Sindrom pridobljene imunske pomanjkljivosti (angl. acquired immune 
deficiency syndrome) 
ATP:   Adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
bp, kbp, mb: Bazni par, kilobazni par, megabazni par (angl. base pair, kilobase pair, 
megabase pair) 
CD:  Označevalec pripadnosti (angl. cluster of differentiation) 
CoA:   Koencim A (angl. coenzym A) 
CFU:   Kolonijsko število (angl. colony forming unit) 
DANA:  2-deoksi-2,3-didehidro-N-acetilneuraminična kislina (angl. 2-deoxy-2,3-
didehydro-N-acetylneuraminic acid) 
DH82:  Pasja makrofagno-monocitna celična linija (angl. canine macrophage-
monocyte cell line) 
DNA:   Deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleoic acid) 
ECACC:  Evropska kolekcija celičnih linij (angl. European collection of authenticated 
cell cultures) 
FBS:   Goveji fetalni serum (angl. fetal bovine serume) 
HeLa:  Celična linija, pridobljena iz obolele Henriette Lacks (angl. cell line derived 
from Henrietta Lacks) 
IFA:   Test imunofluorescence (angl. immunofluorescence assay) 
IFN-γ:   Interferon γ (angl. interferon γ) 
IgG:   Imunoglobulin G (angl. immunoglobulin G) 
IL:  Interlevkin (angl. interleukin) 
LPS:   Lipopolisaharid (angl. lypopolysaccharide) 
MAM:  Mitogeni superantigen Mycoplasma arthritidis (angl. superantigen 
Mycoplasma arthritidis mitogen) 
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MEME:  Minimalno celično gojišče (angl. minimun essential medium with Earl's  
  salts) 
MEME +:  Popolno gojišče za gojenje celične linije DH82 z dodanim penicilinom in 
streptomicinom (angl. complete medium for cell line DH82 supplemented 
with penicillin and streptomycin) 
MEME -:  Popolno gojišče za gojenje celične linije DH82 brez dodanega penicilina in 
streptomicina (angl. complete medium for cell line DH82 without penicillin 
and streptomycin) 
MHC I:  Poglavitni kompleks tkivne skladnosti I (angl. major histocompatibility 
complex I) 
MHC II:  Poglavitni kompleks tkivne skladnosti II (angl. major histocompatibility 
complex II) 
MIC:   Minimalna inhibitorna koncentracija (angl. minimal inhibitory   
  concentration) 
MMP:  Matrična metaloproteinaza (angl. matrix metalloproteinase) 
MUAN:  2'-(4-metilumbeliferil)-α-D-N-acetilneuraminična kislina (angl. 2′-(4- 
  methylumbelliferyl)-α-D-N-acetylneuraminic acid) 
NEAC:  Nevraminidazna encimska aktivnost (angl. neuraminidase enzymatic  
  activity) 
NFκβ:   Jedrni faktor κB (angl. nuclear factor κB) 
NME:   Nekrotični meningoencefalitis (angl. necrotizing meningoencephalitis) 
OD:   Optična gostota (angl. optical density) 
PBMC:  Periferne mononuklearne celice (angl. peripheral blood mononuclear cell) 
PBS:  Fosfatni pufer (angl. phosphate-buffer saline) 
PCR:   Verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)  
P.N.:   Prekonočna kultura (angl. overnight culture) 
PTS:   Od fosfoenolpiruvata odvisen fosfotransferazni sistem (angl. 
phosphotransferase system) 
ROS:   Kisikove reaktivne zvrsti (angl. reactive oxygen species) 
RNA:   Ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
TNF-α:  Tumor nekrotični faktor-α (angl. tumor necrosis factor-α) 
tRNA:   Prenašalna RNA (angl. transfer RNA) 
UV:   Ultravijolično valovanje (angl. ultraviolet radiaton)  
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Izraz Mollicutes izhaja iz latinskih izrazov »mollis«, ki pomeni mehak, in »cutis«, ki 
pomeni koža (Baseman in Tully, 1997). Za ta bakterijski razred je značilno, da je brez 
celične stene in je eden najmanjših organizmov, ki je sposoben samostojnega podvajanja 
(Razin, 1978). Vanj spada tudi ubikvitaren rod Mycoplasma, katerega vrsto Mycoplasma 
canis (M. canis), sev Larissa, smo preučevali v naših poskusih.  
Predstavniki razreda Mollicutes parazitirajo na sesalcih, plazilcih, ribah, členonožcih in 
rastlinah (Razin, 2006).  M. canis spada med pasje mikoplazme, ker so jih izolirali iz psov, 
a so lahko prisotne tudi pri drugih živalskih vrstah, saj je bila izolirana še iz respiratornega 
trakta goveda in iz zdravih oseb ter bolnikov z respiratornimi obolenji (Chalker, 2005). Pri 
živalih mikoplazme povzročajo predvsem blaga kronična obolenja (Razin, 2007), pri 
ljudeh pa poleg blagih okužb te povezujejo tudi z malignimi transformacijami, 
kromosomskimi aberacijami, patogenezo AIDS-a in mnogimi drugimi kompleksnimi 
boleznimi (Baseman in Tully, 1997).  
Degenerativna evolucija, ki je posledica rasti v specifičnih habitatih na ali v telesih živali 
in rastlin, je predstavnikom rodu Mycoplasma močno oklestila genom, ki velja za enega 
najmanjših (0,58−1,35 Mb) med organizmi, ki so sposobni samostojnega podvajanja. 
Izguba metabolnih in biosinteznih poti se odraža v nezmožnosti sinteze aminokislin, 
maščobnih kislin, kofaktorjev, vitaminov in drugih pomembnih metabolitov. Zaradi tega so 
mikoplazme obligatorni celični paraziti (Rottem in Naot, 1998).  
Mikoplazme so zaradi redukcije genoma in posledično izgube celične stene podobne 
protoplastom, vendar so zaradi odvisnosti od gostiteljske celice, ki vrstam iz rodu 
Mycoplasma priskrbijo sterole, aminokisline, lipoglikane in druge pomembne metabolite, 
bolj trdožive (Madigan in sod., 2012) in odporne na osmotski stres (Leach, 1962). 
Za gojenje mikoplazem v in vitro pogojih uporabljamo gojišča, ki so mnogo 
kompleksnejša kot za gojenje drugih bakterij, s čimer mikoplazmam zagotovimo potrebna 
hranila, ki jih v in vivo sistemih prejmejo od gostitelja (Razin in sod., 1998).  Za dokaz 
prisotnosti mikoplazem je mikrobna kultura še vedno najboljši pokazatelj, žal pa je takšna 
analiza dolgotrajna, saj je za nastanek vidnih kolonij na agarskem gojišču potrebnih nekaj 
dni (Razin, 2006). Kolonije so zelo majhne, tako da je pregledovanje agarskih plošč treba 
opraviti pod mikroskopom. Morfologija  ne omogoča ločevanja med posameznimi vrstami, 
zato se zanašamo na serološke, biokemijske ali molekularne teste. Gojitvene posebnosti so 
torej eden izmed razlogov za redko rutinsko diagnostiko mikoplazem in posledično slabše 
poznavanje mehanizmov patogeneze in ekologije mikoplazem (Chalker, 2005).  
Bakterijska vrsta M. canis je del normalne sluznične mikrobiote pri psih, je pa lahko tudi 
oportunistično patogena bakterija, ki jo povezujejo z neplodnostjo in urogenitalnimi 
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obolenji in je, čeprav redko, kljub zdravljenju usodna za obolele živali (L'Abee-lund in 
sod., 2003).  
Za uspešno kolonizacijo in okužbo gostiteljske celice je sposobnost adhezije nujna. Izguba 
adhezivnih sposobnosti retrogradno vodi v avirulenco sevov (Razin in sod., 1998). S 
poskusi so ugotovili, da je najverjetnejše vezavno mesto na gostiteljskih celicah sialična 
kislina, a so ob njeni razgradnji z nevraminidazami mikoplazme še zmeraj sposobne 
adhezije na gostiteljske celice, čeprav v manjšem obsegu (Razin, 1978, Dušanić in sod., 
2009). Zaenkrat velja, da mikoplazme ostanejo pritrjene na celično membrano gostitelja 
kot zunajcelični paraziti. Za nekatere vrste iz rodu Mycoplasma so dokazali invazivne 
sposobnosti, saj so zmožne prodreti tudi v nefagocitirajoče celice, s čimer se bakterija 
izmika imunskemu odzivu gostitelja ter daljše obdobje perzistira znotraj celice (Rottem, 
2003; Dušanić in sod., 2009).  
Poznavanje mehanizmov interakcij bakterij z gostiteljem je ključno za razumevanje 
nastanka bolezni in za razvoj ustreznih diagnostičnih metod. Za naselitev bakterij v 
gostitelju je ključni korak pripenjanje na celice gostitelja, medtem ko je prodiranje v celice 
gostitelja lahko pomemben mehanizem izmikanja bakterije pred imunsko obrambo 
gostitelja. Za M. canis sta ti dve lastnosti slabo raziskani. 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
V svojem delu smo želeli določiti sposobnost adhezije bakterije M. canis na pasje celice 
DH82 in vitro ter hkrati ugotoviti, ali bakterija v gostiteljsko celico tudi vstopa. Zato smo v 
prvem delu opravili optimizacijske poskuse, s katerimi smo preučevali vplive gojišč in 
antibiotikov na celice DH82 in na bakterijske celice. Ko smo določili vse optimalne 
parametre, smo izvedli teste, s katerimi smo ocenili sposobnost pripenjanja in invadiranja 
bakterij M. canis na in v pasje trajne celice DH82 in vitro. 
 
1.2 CILJI IN HIPOTEZE 
 
Cilj naloge: 
 želeli smo določiti, ali je bakterija M. canis (sev Larissa) zmožna adhezije na 
pasje trajne celice DH82 in vitro; 
 hkrati smo želeli  preveriti, ali bakterije v celice tudi vstopajo; 
 preveriti smo želeli tudi vpliv okužbe na  morfologijo celic DH82. 
Delovna hipoteza: 
 bakterija M. canis (sev Larissa) se pripenja na sesalske celice DH82 in vanje 
tudi vstopa. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MIKOPLAZME  
 
V rod Mycoplasma sodijo večinoma fakultativno anaerobne bakterije. Njihova posebnost 
je, da imajo enega najmanjših genomov, ki jim še omogoča samostojno podvajanje (Razin 
in sod., 1998). Redukcija genoma je botrovala izgubi celične stene in biosinteznih poti. 
Posledica takšne degenerativne evolucije je njihova odvisnost od gostiteljskih celic, ki 
mikoplazmam priskrbijo sterole, lipoglikane in druge pomembne metabolite.  
Rod Mycoplasma je ubikvitaren, saj so predstavnike odkrili pri človeku in drugih sesalcih, 
plazilcih, ribah, členonožcih in rastlinah. Z molekularnimi metodami odkrivamo vedno 
nove sekvence predstavnikov razreda Mollicutes in rodu Mycoplasma, ki jih žal še ne 
znamo gojiti. So gostiteljsko in tudi tkivno specifične, kar lahko pojasnimo s potrebo po 
določenih hranilih, vseeno pa so nekateri predstavniki rodu Mycoplasma zmožni 
parazitirati v več različnih gostiteljih in tkivih (Razin in sod., 1998). 
Mikoplazme so izolirali iz sluznic, oči, sklepov, mlečnih žlez, gastrointestinalnega trakta in 
drugih tkiv. Občasno jih izoliramo iz neobičajnih tkiv, kot spremljevalke ob raznih 
boleznih (npr.: M. penetrans pri AIDS-u), a ni dokazov, da sodelujejo pri razvoju bolezni 
(Razin in sod., 1998). 
Dandanes poznamo več kot 200 predstavnikov rodu Mycoplasma, a le nekaj jih je zmožnih 
povzročitve obolenj pri človeku (Sleha in sod., 2013). V kliničnih vzorcih so prisotni še 
drugi mikroorganizmi, zato je težko povezati mikoplazme z določeno boleznijo. Hkrati pa 
je pri 35 % bakterijsko povzročenih obolenj prisotnih več vrst mikoplazem naenkrat, kar 
oteži identifikacijo povzročitelja (Citti in sod., 2013).  
Kljub dokazom, da nekatere vrste mikoplazem lahko vstopajo v svoje gostiteljske celice, 
velja splošna trditev, da so mikoplazme obligatorni zunajcelični paraziti (Rottem, 2003). 
 
2.1.1 Taksonomija in izvor imena 
 
Za sistematično taksonomsko razvrščanje je primeren gen za 16S rRNA. Ker so si 
predstavniki mikoplazem v tem genu zelo podobni, je za ločevanje med vrstami treba 
analizirati tudi druge gene. Tako pri taksonomskem razvrščanju pomagajo še drugi močno 
ohranjeni geni, kot so geni za ribosomalne proteine, elongacijski gen tuf in geni, ki 
kodirajo proteine (Hsp70), sodelujoče pri toplotnem šoku (Razin in sod., 1998). 
Pomagamo pa si lahko tudi z razlikami v metabolizmu (npr. prisotnost ureaze), s potrebo 
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po sterolih, velikostjo genoma, deležu GC (gvanin in citozin) baznih parov in serologijo 
(Pollack in sod., 1996). 
Ime razreda Mollicutes, kamor spadajo rodovi Mycoplasma, Acheloplasma, Anaroplasma, 
Spiroplasma in Ureaplasma (Razin in sod., 1998), izhaja iz latinskih besed »mollis«, ki 
pomeni mehko, in »cutis«, ki pomeni koža. Izraz je več kot primeren, saj predstavniki rodu 
Mollicutes nimajo celične stene in zato niso tako rigidni (Baseman in Tully, 1997). 
Rod Mycoplasma spada v družino Mycoplasmataceae, red Mycoplasmatales, razred 
Mollicutes in deblo Tenericutes (Madigan in sod., 2012). Beseda Mycoplasma se je prvič 
pojavila v mikologiji, ko sta Frank leta 1889 in kasneje še Jakob Eriksson leta 1897 
opisovala glivam podobne bakterije, ki sta jih opazila pri koreninah stročnice. Šele leta 
1929 je Julien Nowak uporabil ime Mycoplasma v taksonomske namene pri opisovanju 
mikroorganizma, izoliranega iz goveda, ki ga je poimenoval Mycoplasma peripneumoniae 
(Krass in Gardner, 1973). 
 
2.1.2 Splošne značilnosti mikoplazem 
 
Sodijo med najmanjše (0,3–0,8 μm) prokarionte s prav tako majhnim genomom (0,58−1,38 
Mb), ki so sposobne samostojnega podvajanja (Razin in sod., 1998). Samostojno 
podvajanje je lahko zavajajoč podatek, saj v pogojih in vivo brez hranil, ki jim jih 
priskrbijo gostiteljske celice, podvajanje ne bi bilo mogoče (Baseman in Tully, 1997). V 
pogojih in vitro jim vsa potrebna hranila zagotovimo z uporabo kompleksnih gojišč, zato je 
rast brez prisotnosti gostiteljskih celic mogoča. Rast je možna tudi na trdnih gojiščih, kjer 
po nekajdnevni inkubaciji nastanejo kolonije, velike okrog 0,5 mm in z značilno obliko na 
oko pečenega jajca s temnejšo in izbočeno sredino (Razin in sod., 1998). Zmožne so rasti 
tudi v notranjost agarskega gojišča (Domermuth in sod., 1964). 
Kot smo že omenili, so brez celične stene, a imajo od 75 Å do 100 Å široko troslojno 
membrano (Domermuth in sod., 1964). Mikoplazme so pleomorfni mikroorganizmi z 
naravno odpornostjo na delovanje β-laktamskih antibiotikov. Pogosto so okrogle, rastejo v 
razvejanih skupkih in ne tvorijo spor. Sposobnost tvorjenja filamentov in morfološko 
hruškastih oblik nakazuje na prisotnost citoskeleta (Razin, 2006). Čeprav so brez celične 
stene podobne protoplastom, so odpornejše na okolijske dejavnike, saj njihovo membrano 
utrjujejo steroli in lipoglikani (Madigan in sod., 2012).  
Večinoma so fakultativni anaerobi, a preferirajo okolja z nizkim redoks potencialom 
(okolja z malo prisotnosti kisika ali brez njega). Iz kravjega vampa so izolirali tudi 
obligatne anaerobne predstavnike razreda Mollicutes. Bolje rastejo v rahlo bazičnem 
(Razin in sod., 1998) in hipertoničnem gojišču (Leach, 1962). V večini primerov dodatek 
seruma spodbuja rast mikoplazem (Razin in sod., 1998). 
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Ker mikoplazme običajno povzročajo počasi razvijajoča, kronična obolenja in le redko 
ubijejo gostitelja, hkrati pa se uspešno izmikajo imunskemu sistemu, obstaja verjetnost, da 
jih evolucija pelje proti simbiozi (Razin, 2007). 
 
2.1.3 Genom in genetika 
 
Predvidevajo, da so mikoplazme evolucijsko nastale iz po Gramu pozitivnih prednikov z 
nizkim razmerjem deleža baznih parov GC (Citti in sod., 2013). 
Kodon UGA sicer kodira stop kodon, s katerim se konča translacija, a pri mikoplazmah 
kodon UGA kodira triptofan (Baseman in Tully, 1997). Redukcija genoma je privedla do 
izgube sinteznih poti za vse aminokisline in kofaktorje, zato so jih primorane pridobiti od 
gostitelja (Rottem in Naot, 1998).  
Plazmidi in bakteriofagi so v mikoplazmah redko prisotni. Zaradi nizkega deleža baznih 
parov GC mikoplazemski proteini vsebujejo malo alanina in glicina. Njihov genom je 
podvržen dinamičnim spremembam (insercijam, delecijam in inverzijam), kar omogoča 
antigensko variacijo in izmikanje imunskemu sistemu. Zaradi izgube genov so mikoplazme 
izgubile kinone, citokrome, Krebsov cikel in številne druge metabolne produkte. RecA 
protein je ohranjen in sodeluje pri popravilu DNA. RNA polimeraza je podobna tisti, ki jo 
najdemo pri rodu Clostridium, kar nakazuje na skupnega prednika. Nanjo prav tako ne 
deluje antibiotik rifamicin. V genomu so prisotna Shine-Dalgarnova zaporedja, na katera 
se vežejo ribosomi, a teh je mnogo premalo, zato morajo v genomu obstajati še druga 
vezavna zaporedja. Nimajo dejavnika Rho, torej zaključek prepisovanja ni odvisen od 
njega. V primerjavi z drugimi bakterijami imajo malo genov, ki kodirajo tRNA (Razin in 
sod., 1998).  
Glede na metabolizem delimo mikoplazme na fermentativne in nefermentativne. 
Fermentativne imajo Embden-Meyerhof-Parnasovo pot in proizvajajo kisline iz 
karbohidratov. Sposobne so produkcije laktata in CoA (koencim A) iz piruvata. 
Nefermentativne mikoplazme imajo arginin dihidrolazno pot ter s substratno fosforilacijo 
pridobivajo ATP (adenozin trifosfat). Hkrati se ob sproščanju CO2 in amonijaka zviša pH 
gojišča (Razin in sod., 1998).  
Močno okleščen genom mikoplazem se odraža tudi na nespecifičnosti od ATP odvisnega 
ABC-transportnega sistema. Ta namreč preko membrane prenaša aminokisline, peptide, 
sladkorje in tudi nekatere toksine. Poleg ABC-transportnega sistema tudi PTS (od 
fosfoenolpiruvata odvisen fosfotransferazni transportni sistem) sistem omogoča transport 
sladkorjev v celico (Razin in sod., 1998). 
Kot smo že omenili, je celična membrana mikoplazem troslojna, kar dve tretjini pa 
predstavljajo proteini oziroma lipoproteini, ki so zasidrani v membrani. Ker je prisoten še 
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holesterol, obstaja možnost fuzije s citoplazemsko membrano gostitelja (Razin in sod., 
1998). 
 
2.1.4 Virulentni dejavniki in mehanizem patogeneze 
 
Kar 300 do 400 m2 površine, ki je v stiku z mikroorganizmi, predstavljata koža in sluznica, 
ki sta iz epitelija, lamine propria in plasti gladkih mišic. Gre za prvo obrambo pred vdorom 
mikroorganizmov v naše telo. Globlji deli telesa pa so praviloma sterilni (Ribet in Cossart, 
2015).  
Patogeneza mikoplazem je slabo raziskana, obstajajo pa dokazi, da mikoplazme 
proizvajajo kisikove reaktivne zvrsti (ROS), ki poškodujejo gostiteljsko membrano. M. 
orale vpliva na transport ionov, kot so Ca2+, K+ in Cl-. O mikoplazemskih virulentnih 
dejavnikih prav tako ni veliko znanega, z izjemo nekaterih človeških patogenih vrst. Vemo 
pa, da vplivajo na izražanje vnetnih citokinov, imajo onkogeni potencial in izločajo 
hidrolitične encime v notranjost gostiteljskih celic ob fuziji (Razin in sod., 1998). 
Mikoplazme so sposobne vezave na receptorje s sialično kislino, sulfatirane glikolipide in 
glikoproteine brez sialične kisline. Dokazano je, da se M. pneumoniae  s filamenti veže na 
človeške eritrocite, elektronska mikroskopija pa potrjuje možnost fuzije med koncem 
filamenta in eritrociti (Razin in sod., 1980). Ob fuziji pa se v eritrocite sprostijo hidrolitični 
encimi in lipidi, ki vplivajo na delovanje celic (Rottem, 2003). Med virulentne dejavnike 
lahko štejemo tudi sposobnost izgradnje biofilma. M. putrefaciens, M cottewii, M. yeatsii, 
M. bovis in M. agalactiae so namreč zmožne izgradnje biofilma, kar oteži imunskemu 
sistemu, da odstrani mikoplazme iz telesa (McAuliffe in sod., 2006). 
Adhezija, ki je odvisna od nevraminidazne aktivnosti (NEAC), je nujna za uspešno 
kolonizacijo gostitelja. NEAC s staranjem mikrobne kulture upada, pomemben podatek pa 
je dejstvo, da različni sevi izkazujejo različno NEAC in da so tisti z nizkim NEAC manj 
virulentni (Berčič in sod., 2008 ). Ena izmed nevraminidaz, ki olajša kolonizacijo, je 
sialidaza nanH, ki so jo odkrili pri M. synoviae (Cizelj in sod., 2016). Adhezija M. 
synoviae na kokošje eritrocite pa je možna preko glikoproteinskih receptorjev, ki vsebujejo 
sialično kislino (Dušanič in sod., 2009). Pri adheziji pomembno sodelujejo še lipoproteini, 
ki hkrati vplivajo na delovanje fagocitnih celic (Rawadi, 2000). Rottem (2003) je opisal 
proteina P1 in P30, ki sta nujna pri pritrjevanju mikoplazemskih filamentov na eritrocite, 
saj sevi, mutirani v genih za omenjena proteina, adhezije na eritrocite niso zmožni.  
Po pritrditvi na gostiteljsko celico lahko mikoplazma invadira vanje. Invazija v nefagocitne 
celice omogoča mikoplazmam preživetje v skorajda idealnih pogojih. Čeprav so invazivne 
zmožnosti mikoplazem slabo raziskane, še posebej v pogojih in vivo, poznamo več 
mikoplazemskih vrst, za katere so dokazali zmožnost invazije v pogojih in vitro na celičnih 
modelih. Tako M. gallisepticum vstopi v notranjost gostiteljskih celic HeLa že po 5 
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minutah, citopatski učinki pa niso vidni (Winner in sod., 2000). Bakterija M. genitalium, ki 
je bila odkrita pri ljudeh, je zmožna invazije v gostiteljske celice že po treh urah od okužbe 
(McGowin in sod., 2009). Invazivna zmožnost upada s staranjem mikrobne kulture, 
vsekakor pa vdor v epitelijske celice v pogojih in vivo omogoča vdor v globlje dele telesa 
(Winner in sod., 2000). 
Okužba z mikoplazmami privede do obsežnejših sprememb tako v gostiteljskih celicah kot 
v mikoplazmah. Spremembe se odražajo na genskem in proteinskem nivoju. Tako 
lipoproteini in lipopeptidi, ki so jih odkrili pri M. fermentas, vplivajo na izražanje vnetnih 
citokinov, kar pa lahko vodi v apoptozo gostiteljske celice (Rawadi, 2000). Tudi 
lipopeptidi človeške urogenitalne M. genitalium vplivajo na izražanje vnetnih citokinov in 
apoptozo gostiteljskih celic (Wu in sod., 2008). Modulacija izražanja genov in s tem vpliv 
na metabolne poti je prav tako pomemben dejavnik patogeneze mikroorganizmov. Ob 
okužbi celic HeLa z M. hominis pride v okuženih celicah HeLa do spremembe v izražanju 
več kot 4000 genov. Mednje sodijo geni, ki kodirajo IL (interlevkine), kemokine, kinaze, 
membranske proteine, receptorje, elemente citoskeleta. Spremeni se uravnavanje celičnega 
cikla, programirane celične smrti in mnogih drugih genov (Hopfe in sod., 2013). Da je 
modulacija izražanja gostiteljskih genov pogosta med mikoplazmami, potrjuje raziskava, 
ki so jo opravili Dusanic in sod. (2012). Ti so pri okužbi z M. synoviae opisali morfološke 
spremembe, kondenzacijo citoplazme in jedra okuženih hondrocitov. Ekspresija NO 
(dušikov oksid) vpliva na vnetje, kar spremeni delovanje celičnih kaspaz, to pa vodi v 
apoptozo hondrocitov. 
Preglednica 1: Način modulacije apoptoze gostiteljskih celic po okužbi z mikoplazmami (povzeto po Dusanic 
in sod., 2012: 2). 
Mikroorganizem Gostitelj Bolezen Modulacija apoptoze gostiteljske 
celice 
M. bovis Govedo  Pljučnica, mastitis, artritis Inhibicija proliferacije 
M. fermentas Miši, človek Artritis Aktivacija NFκB  
M. arginini Človek, glodavci, 
prašiči, ovce 
Respiratorna obolenja Supresija p53 in aktivacija NFκB 
 
V pogojih in vitro se okužba gostiteljskih celic z mikoplazmami odraža na več načinov, ki 
so posredno vezani na redukcijo mikoplazemskega genoma. To se odraža v odvisnosti od 
gostitelja in »kraje« hranil, kofaktorjev in drugih pomembnih rastnih faktorjev. 
Mikoplazme same niso sposobne sintetizirati nukleotidov in jih dobijo z uporabo nukleaze, 
ki razgrajuje celično nukleinsko kislino, kar vodi v apoptozo okužene celice (Rottem, 
2003). Mikoplazme od gostitelja pridobivajo tudi sterole in maščobne kisline. 
Nefermentativne mikoplazme porabljajo še arginin za produkcijo ATP. Takšna kompeticija 
za hranila vpliva na celično rast. Histoni so bogati z argininom, zato je možno, da kadar 
mikoplazme hitro porabljajo arginin, gostiteljske celice niso zmožne sinteze novih 
histonov, kar se odraža v kromosomskih zlomih, aberacijah, translokacijah in drugih 
kromosomskih spremembah (Rottem in Naot, 1998). 
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2.1.5 Imunski sistem in okužba z mikoplazmami 
 
Mikoplazme so idealni paraziti, ker so v harmoniji s gostiteljem in se spretno izmikajo 
njegovemu imunskemu sistemu. Večino mikoplazem sicer tretiramo kot komenzale, saj so 
lahko del naravne mikrobiote gostiteljev. Nekatere pa so oportunistični patogeni, saj lahko 
pri gostitelju povzročijo nastanek bolezni. Povzročena bolezen je večinoma blaga. 
Pogosteje so mikoplazme povezane s počasi napredujočimi kroničnimi obolenji (Razin in 
sod., 1998; Citti in sod., 2013). Predvideva se, da do poškodb tkiva pride zaradi delovanja 
imunskega sistema (Razin in sod., 1998).  
Imunski sistem igra pomembno vlogo pri izbruhu bolezni, saj isti sev mikoplazme pri eni 
osebi ni zmožen povzročitve bolezni, pri drugi osebi pa bolezen nastopi fulminantno (Citti 
in sod., 2013). Makrofagi in levkociti so prva obramba po vstopu mikoplazem v telo. 
Zaradi holesterola v membrani je mikoplazemska membrana hidrofobna in bi zato morala 
biti lažje fagocitirana. A mikoplazemski hidrolitični encimi (lipaze, proteaze, fosfolipaze) 
poškodujejo membrano makrofagov, kar oslabi njihovo sposobnost fagocitoze (Marshall in 
sod., 1995).  
Mimikrija, invazija v celice gostitelja in antigenska variacija omogočajo mikoplazmam 
izogibanje imunskemu sistemu. Lipoproteini vplivajo na izražanje vnetnih citokinov in se 
tako izognejo imunskemu odgovoru, okužba pa ostane asimptomatska. Pri M. arthritidis so 
odkrili superantigen MAM. Kronična okužba z mikoplazmami povzroča kromosomsko 
nestabilnost, kar pa pripelje do malignih transformacij. Onkogena H-ras in c-myc se 
povečano izražata ob dolgotrajni okužbi z mikoplazmami (Rottem, 2003). Lipoproteini so 
glavni imunogeni dejavniki mikoplazem in njihova antigenska variacija omogoča 
mikoplazmam izmikanje imunskemu odgovoru. Pri M. gallisepticum so odkrili gensko 
družino pMGA, ki kodira lipoproteine, kot je lipoprotein vhlA (Cizelj in sod., 2016), 
njihovo izražanje pa je modulirano, kar vodi v antigensko variacijo. Take lipoproteinske 
genske družine so odkrili še pri M. bovis (Vsp) in M. hyorhinis (Vlp) (Razin in sod., 1998). 
Genom M. cynos kodira močno imunogen protein HapA, ki omogoča hemaglutinacijo 
eritrocitov. Njegovo izražanje je regulirano, kar omogoča antigensko variacijo. Njegovo 
izražanje variira tudi med različnimi sevi M. cynos (Kastelic in sod., 2015). S cisteinsko 
proteinazo cysP, ki cepi protitelesa IgG, se mikoplazme uspešno izmikajo imunskemu 
odgovoru gostitelja (Cizelj in sod., 2016). 
Kadar imunski sistem ni zmožen izkoreniniti okužbe s patogenim mikroorganizmom, 
lahko pride do programirane celične smrti. Na ta način imunski sistem prepreči mikrobno 
okužbo. Dendritične celice nato fagocitirajo apoptotska telesca in predstavljajo antigene 
preko MHC I (poglavitni kompleks tkivne skladnosti) receptorjev, kar aktivira imunski 
sistem. A mnogo mikroorganizmov, tudi mikoplazme, je zmožnih apoptozo celic 
preprečiti. Tako se izognejo imunskemu odzivu in so zaščiteni pred zunanjimi vplivi 
(Ashida in sod., 2011).  
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2.1.6 Zdravljenje mikoplazemskih okužb 
 
Odsotnost celične stene jim omogoča odpornost na β-laktamske antibiotike. Ker ne 
sintetizirajo folne kisline, nanje ne vplivajo sulfonamidi in trimetoprim. Aminoglikozidni 
antibiotiki v pogojih in vitro  uspešno preprečujejo rast mikoplazem, a so primerni za 
oralno aplikacijo. Njihova slaba absorpcija skozi gastrointestinalni trakt zato oslabi 
protibakterijsko delovanje. Okužbo dobro preprečujejo tetraciklini, fluorokinoloni, nekateri 
makrolidi, tiamulin, linkomicin in spektinomicin (Kreizinger in sod., 2017). Eritromicin 
uspešno inhibira in vitro rast M. putrefaciens in M. mycoides subs. mycoides (Keshmiri in 
Sadri, 2012).  
Skrb vzbujajoče je dejstvo, da se odpornost na antibiotike med mikoplazmami močno širi 
(Kreizinger in sod., 2017). Med človeškimi patogenimi bakterijami je M. pneumoniae 
odporna na makrolide, rast M. genitalium pa ni inhibirana ob uporabi tetraciklinov (Citti in 
sod., 2013). Nekateri sevi perutninske patogene bakterije M. synoviae  so naravno odporni 
na eritromicin (Kreizinger in sod., 2017). 
Spodbudno pa je dejstvo, da imamo vedno več informacij o mikoplazmah, s pomočjo 
katerih bo mogoče razviti nove diagnostične postopke, ustrezno preprečiti okužbe in 
zdraviti obolenja (Citti in sod., 2013). 
 
2.1.7 Okužba celičnih linij 
 
Evkariontska celična linija predstavlja idealno okolje za rast mikoplazem. Že v drugi 
polovici 20. stoletja so ugotovili, da mikoplazme okužujejo celične linije. Njihovo 
prisotnost je težko zaznati, saj ni spremembe v turbidnosti gojišča. Vir kontaminacije so 
laboratorijski delavci, kontaminiran serum, lahko tudi voda. Možna je navzkrižna 
kontaminacija iz drugih celičnih linij (Windsor, 2010). Zaradi večje uporabe celičnih linij v 
industriji in povečane odpornosti mikoplazem na delovanje antibiotikov je grožnja za 
kontaminacijo toliko večja. Zaradi majhnosti lahko pridejo skozi membranske filtre. 
Dokazali so, da krožijo znotraj brezprašne komore in tako okužijo pred tem 
nekontaminirane celične linije. Okužba pa se lahko odraža v slabši rasti, produkciji in 
citopatskih učinkih okuženih celic (Nikfarjam in Farzaneh, 2012). 
Preglednica 2: Mikoplazme, ki pogosto okužujejo celične linije, in teoretični vir okužbe (povzeto po 
Nikfarjam in Farzaneh, 2012: 206). 
Mikroorganizem Vir 1958−1972 1966−1982 1973−1979 1988 2002 
M. arginini Govedo 21,4 % 24,8 % 2,3 % 21 % 20−30 % 
M. orale Človek 38,8 % 34,4 % 41,3 % 34 % 20−40% 
M. hyorhinis Prašič 15,9 % 30,1 % 2,0 % 26 % 10−40% 
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Okužba celic z M. pneumoniae povzroči močan padec molekul ATP (Gabridge in Polisky, 
1977). Domnevajo, da nastali primanjkljaj morda povzroči mikoplazemska »kraja« 
molekul ATP gostiteljskim celicam (Razin in sod., 1998). Kraja molekul ATP 
gostiteljskim celicam bi pojasnila tudi manjšo sintezo molekul ATP med eksponentno fazo 
rasti mikoplazem (Beaman in Pollack, 1983). 
Preglednica 3: Podvojitveni čas in količina ATP v logaritemski fazi rasti nekaterih mikoplazemskih vrst. Za 
primerjavo je dodana še E. coli (prirejeno po Beaman in Pollack, 1983: 3108). 
Mikroorganizem Podvojitveni čas (ure) Količina ATP (nmol/mg suhe mase) 
M. gallisepticum 1,21 3,4 ± 0,72 
M. bovis 1,86 6,9 ± 0,24 
M. arginini 3,29 2,2 ± 0,17 
E. coli ND 9,5 ± 1,7 
 
 
2.2 PASJE MIKOPLAZME 
 
Pasje mikoplazme so prvič opisali leta 1934. Do danes poznamo skoraj 20 mikoplazemskih 
vrst, ki so jih izolirali iz psov (Chalker, 2005). Rosendal (1975) je že pred več kot 30 leti 
opozoril, da je izraz pasja mikoplazma lahko zavajajoč. Posamezne vrste mikoplazem so 
lahko izolirane iz različnih živalskih vrst. Tako je bila M. canis izolirana še iz goveda in 
ljudi (Chalker, 2005). Izmed vseh pasjih mikoplazem so med najpogosteje izoliranimi M. 
canis, M. edwardii, M. maculosum in M. spumans (Chalker in Brownlie, 2004). 
Preglednica 4: Nekatere vrste in sevi pasjih mikoplazem, velikost njihovega genoma in možni gostitelji 
(povzeto po Chalker, 2005: 2). 
Vrsta mikoplazme Sev Velikost genoma (Kbp) Gostitelj 
M. arginini G230 735 Psi, mačke, ovce, koze 
M. canis PG14 795 Govedo, psi, ljudje 
M. cynos H831 960−1010 Psi 
M. felis CO 1055 Psi, mačke, ljudje, konji 
 
Od odkritja mikoplazem so izolirali 15 vrst pasjih mikoplazem: M. canis, M. cynos, M. 
bovigenitalium, M. arginini, M. edwardii, M. feliminutum, M. felis, M. gateae, M. 
haemocanis, M. maculosum, M. molare, M. opalescens, M. spumans, Acholeplasma 
laidlawii in Ureaplasma canigenitalium. Še dve vrsti nista popolnoma opisani: 
Mycoplasma sp. HRC689, Mycoplasma VJC58 (Chalker, 2005).  
Tako kot je značilno za večino mikoplazem, so tudi pasje mikoplazme del normalne 
sluznične mikrobiote in pogosto naseljujejo respiratorni in urogenitalni trakt (L'abe-Lund 
in sod., 2003). Ker so lahko del normalne mikrobiote, jih s težavo povežemo z boleznimi 
(Chalker, 2005). 
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2.2.1 Taksonomija pasjih mikoplazem 
 
Na podlagi sekveniranja gena za 16S rRNA in nekodirajoče oziroma medgenske (angl. 
»intergenic«) regije 16S/23S rRNA so ugotovili, da večina pasjih mikoplazem 
taksonomsko sodi v skupino Hominis, ki je razdeljena na 8 gruč (angl. »cluster«). Na 
podlagi sekvenc 16S rRNA so ugotovili, da je podobnost v nukleotidnem zaporedju 
prevelika, da bi samo ta gen zadostoval za ločevanje med nekaterimi vrstami. Zato je 
sekveniranje medgenske regije med 16S in 23S rRNA nujno za ločevanje posameznih vrst 
(Chalker in Brownlie, 2004). 
Preglednica 5: Taksonomska razvrstitev M. canis (prirejeno po Chalker in Brownlie, 2004: 4). 
Rod Skupina (angl. »group«) Gruča (angl. »cluster«) Vrsta 
Mycoplasma Spiroplasma   
 Acholeplasma   
 Pneumoniae   
 Hominis M. synoviae M. canis 
 Asteroplasma   
 
Večino vrst rodu Mycoplasma so uvrstili v skupino Hominis. Izjemi sta M. haemocanis in 
U. canigenitalium, ki spadata v skupino Pneumoniae, ter M. feliminutum in A. laidlawii, ki 
spadata med Acholeplasma (Chalker, 2005). 
 
2.2.2 Diagnostika pasjih okužb z mikoplazmami 
 
Najzanesljivejši način za detekcijo mikoplazem je bakterijska kultura. Zaradi velike 
morfološke podobnosti med mikoplazmami identifikacijo dopolnimo z biokemijskimi 
(hidroliza metabolitov, produkcija fosfataz) in serološkimi testi (IFA (imunofluorescenca), 
inhibicija rasti). Pri seroloških testih je možna navzkrižna reaktivnost. Molekularne metode 
(PCR) so slabo občutljive, a vseeno olajšajo analizo kliničnih vzorcev (Chalker, 2005). 
 
2.2.3 Zdravljenje psov, okuženih z mikoplazmami 
 
Hannan (2000) je določil MIC-vrednosti za več mikoplazemskih vrst in ugotovil, da so 
občutljive na številne antibiotike, najbolj na tilozin in tiamulin. Oba se uporabljata samo v 
veterinarski medicini (Tylosin, 2017; Tiamulin, 2017).  
Zaradi odsotnosti celične stene so mikoplazme naravno odporne na β-laktamske 
antibiotike, so pa občutljive na delovanje tetraciklinov in aminoglikozidnih antibiotikov. 
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Cepiva ne obstajajo (Chalker, 2005; Citti in sod., 2013). Največ upanja za razvoj ustreznih 
cepiv predstavlja genetska imunizacija oziroma DNA vakcine (Razin in sod., 1998).  
 
2.2.4 Mycoplasma canis 
 
Čeprav M. canis okužuje velik del pasje populacije, so mehanizem patogeneze in obolenja, 
ki jih povzroča, slabo raziskani. Veterinarji velikokrat okužbo z M. canis spregledajo 
zaradi večinoma asimptomatskega poteka in slabo razvitih diagnostičnih postopkov. Tako 
jo težko povežejo z določenimi obolenji. Ker se redko diagnosticirajo, so tudi raziskave, 
opravljene na M. canis, njenih mehanizmih patogeneze in povzročenih obolenjih, redke.  
Najpogosteje naseljuje urogenitalni trakt in je zato povezana z urogenitalnimi obolenji, kot 
sta uretritis in vnetje epididimisa, in z neplodnostjo psov. Poleg urogenitalnega trakta je 
bila izolirana tudi iz oči, nosne votline, srca, ledvic, jeter, bezgavk in vranice (Chalker, 
2005). 
 
Slika 1: Koloniji M. canis pri 40-kratni povečavi. 
 
2.2.4.1 Značilnosti M. canis 
 
Kot je razvidno iz preglednice 5, M. canis uvrščamo v skupino Hominis in gručo M. 
synoviae. S 795 kbp ima le dobrih 200 bp več kakor najmanjši do zdaj poznani genom M. 
genitalium (580 kbp). Genetski material ima le od 28,4 do 29,1 % deleža baznih parov GC. 
Tipski sev PG14 ni zmožen hidrolize arginina, lahko fermentira glukozo in nima fosfataze 
(Chalker, 2005).  
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2.2.4.2 Okužba z M. canis 
 
M. canis je del normalne sluznične mikrobiote. Vseeno pa obstajajo indici, da je 
oportunistični patogen. Okužbe so pogosto blage, a redko klinični znaki bolezni niso več 
združljivi z življenjem živali (L'abee-Lund in sod., 2003).  
Edward in Fitzgerald (1951) sta opisovala angl. »pleuropneumonia-like« mikroorganizme, 
ki sta jih izolirala iz brisov grla in urogenitalnega trakta psic. Ugotovila sta, da je rast 
možna le v prisotnosti konjskega seruma, opisala sta kolonije s temno sredico in svetlim 
robom, ki so bile povrhu vsega še odporne na delovanje penicilina. Izolirano mikoplazmo 
danes poznamo kot tipski sev M. canis PG14. Dokazala sta tudi prenos mikoplazme iz 
okuženega psa na oplojeno psico.  
M. canis je dokazano prisotna v urinu psov, ki so bolehali za cistitisom, ki se kaže kot 
disurija, hematurija, polakiurija in bolečine v trebuhu. Kljub zdravljenju s tetraciklinom 
lahko bolezen večkrat izbruhne in šele kastracija popolnoma zameji izbruhe. Po okužbi je 
možen tudi razvoj tumorja na jetrih živali, a povezava ni vzročno dokazana (L'abe-Lund in 
sod., 2003; Ülgen in sod., 2006).  
Nekrotičen meningoencefalitis (NME) je pogosto smrten. Čeprav so za nastanek bolezni 
pomembne tudi genetske predispozicije živali, so Barber in sod. (2012) v 50 % dokazali 
prisotnost M. canis v vzorcu možganskega tkiva. Ne gre izključiti kontaminacije tkiva, a 
nastanek NME je že povezan z okužbo s številnimi virusi in bakterijami, med drugim tudi 
z  M. edwardii. Vloga M. canis pri nastanku NME še ni pojasnjena. 
 
2.2.4.3 Virulentni dejavniki in mehanizem patogeneze 
 
Težavna identifikacija je razlog za slabo poznavanje mehanizmov patogeneze in 
virulentnih dejavnikov mikoplazem, M. canis pri tem ni izjema (Chalker, 2005).  
Nevraminidaza je virulentni dejavnik mnogih patogenih bakterij in te so odkrili pri mnogih 
mikoplazmah, ki povzročajo bolezni pri pticah, psih in aligatorjih (Berčič in sod., 2012). 
May in Brown (2012) sta dokazala prisotnost sialidaze pri M. canis, M. cynos in M. 
molare. Encim sialidaza, ki sodi med nevraminidaze, pomembno sodeluje pri kolonizaciji, 
invaziji in nastanku poškodb na okuženem tkivu (Barber in sod., 2012).  
Različni sevi M. canis izražajo različno količino sialidaze, njeno aktivnost pa lahko 
merimo s pomočjo fluorogenega (angl. »fluorogenic«) substrata MUAN (2'-(4-
metilumbeliferil)-α-D-N-acetilneuraminična kislina) in inhibitorja sialidaz DANA (2-
deoksi-2,3-didehidro-N-acetilneuraminična kislina) (May in Brown, 2012). Do enakih 
zaključkov za M. canis so prišli Berčič in sod. (2012), hkrati pa poudarili, da nekateri 
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pomembni človeški patogeni, kot so M. pneumoniae, M. genitalium, M. penetrans in M. 
fermentas, nimajo genov za sintezo nevraminidaze. 
Invazija v notranjost gostiteljskih celic daje bakterijam zaščito pred zunanjimi dejavniki, 
hkrati pa se tako uspešno izogibajo delovanju imunskega sistema. Invazivna sposobnost M. 
canis v pogojih in vitro je dokazana, a slabo raziskana. Desializacija gostiteljskih celic 
zmožnost kolonizacije zmanjša, a prisotnost mikoplazemske sialidaze ne vpliva na 
zmožnost adhezije. M. canis vpliva na izražanje vnetnih citokinov, kot so TNF-α, IL-6 in 
IFN-γ. Okužba z M. canis zniža izražanje receptorjev MHC II, in sicer zaradi sposobnosti 
M. canis, da zavre predstavljanje antigenov CD4+ celicam. To bi lahko v pogojih in vivo 
omogočalo izmikanje imunskemu odgovoru (Michaels in sod., 2016). 
 
2.3 CELIČNA LINIJA DH82 
 
Trajno celično linijo DH82 so Wellman in sod. (1988) pridobili iz neoplastičnih 
progenitorskih celic 10 let starega zlatega prinašalca, ki je bolehal za maligno histiocitozo. 
Na podlagi morfologije, prisotnosti Fcϒ-receptorjev in zmožnosti fagocitoze lateksnih 
delcev so celično linijo karakterizirali kot makrofagno-monocitno celično linijo (Wellman 
in sod., 1988; Barnes in sod., 2000). 
 
Slika 2: Celice DH82 pri 40-kratni povečavi. 
Celična linija DH82 je semiadherentna, po pritrjanju so opazni citoplazemski izrastki 
oziroma psevdopodiji. Celice so sferične s premerom med 25 μm in 35 μm, lahko tudi do 
55 μm. Bazofilna citoplazma je polna eozinofilnih granul in vakuol nepravilnih oblik, 
prisotno pa je tudi večje število mitohondrijev. Jedra celic so okrogla in lahko vsebujejo 
tudi do 13 večjih jedrc nepravilnih oblik. Heterokromatin je prisoten, a ni tako zgoščen kot 
v normalnih celicah (Wellman in sod., 1988). Celice so lahko hipoploidne ali hiperploidne, 
saj število kromosomov variira med 34 in 82 (Barnes in sod., 2000). 
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Morfološke in fenotipske značilnosti so odvisne od števila presajanj in so posledica 
kopičenja mutacij. Pri poznih pasažah so celice veliko večje (od 11  do 133 μm) od tistih 
pri zgodnjih pasažah (od 8 do 47 μm). Z večanjem celic se povečuje tudi število 
citoplazemskih izrastkov. Pri poznih pasažah izražanje površinskih celičnih označevalcev 
CD11, CD18, CD44, CD80 in drugih močno upade (Heinrich in sod., 2015).  
Na molekularnem nivoju se celice DH82 od navadnih pasjih monocitov razlikujejo po tem, 
da drugače reagirajo s citokemičnimi barvili (angl. »cytochemical«), ne izražajo IL-1 
(Wellman in sod., 1988) izražajo pa IL-8 in IL-12 (Gröne in sod., 1999). Nivo izražanja 
TNF-α je podoben kot v zdravih pasjih monocitih, izražanje IL-6 pa je povečano. Izražanje 
obeh vnetnih citokinov se poveča ob stimulaciji z LPS. Celice sintetizirajo matrične 
metaloproteaze (MMP), ki sodijo med proteolitične encime. MMP vplivajo na izražanje 
citokinov, tumorjem omogočajo invazijo tkiva in so bistvenega pomena pri nastanku 
metastaz (Barnes in sod., 2000). 
Preglednica 6: Izražanje mRNA citokinov, proteolitičnih encimov in njihovih inhibitorjev v celicah DH82 
(povzeto po Barnes in sod., 2000: 20). 
mRNA Izražanje 
TNF-α – tumor nekrotični faktor α + 
IL-1 – interlevkin 1 + 
IL-4 – interlevkin 4 − 
IL-5 – interlevkin 5 + 
IL-6 – interlevkin 6 + 
IL-8 – interlevkin 8 + 
IL-10 – interlevkin 10 + 
MMP-2 – matrična metaloproteinaza (gelatinaza) + 
MMP-9 – matrična metaloproteinaza (gelatinaza) + 
MMP-14 – matrična metaloproteinaza membrane + 
TIMP-1 – inhibitor metaloproteinaz 1 + 
TIMP-2 – inhibitor metaloproteinaz 2 + 
NK1-R – nevropeptidni receptor 1 − 




Zaradi enostavnega gojenja in velike podobnosti z makrofagi je celična linija DH82 
pogosto uporabljena v raziskavah na področju patogeneze invazivnih mikroorganizmov, 
kot so virusi (Hines in Maury, 2001), bakterije (Michaels in sod., 2016; Lockhart in sod., 
2012) in praživali (Bruno in sod., 2015; Mendoça in sod., 2017). Zaradi sprememb v 
izražanju površinskih molekul celična linija DH82 ni najprimernejša za študije o delovanju 
makrofagov in patogeneze mikroorganizmov, temveč je primernejša za raziskave o 
delovanju protirakastih učinkovin (Hernandes in sod., 2012; Noronha in sod., 2014; Silva 
in sod., 2013), pri prognozi tumorjev in celični dediferenciaciji (Heinrich in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 BAKTERIJA M. canis 
 
Pri izvajanju tako preliminarnih testov kot glavnega, gentamicinskega testa smo uporabljali 
bakterijo M. canis, sev Larissa, ki smo jo pridobili iz zbirke mikroorganizmov Katedre za 
genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo Biotehniške fakultete Univerze v 
Ljubljani. 
Sev M. canis je bil shranjen na −80 °C (Sanyo, Japonska). Bakterijo smo odmrznili z 
odtajanjem na sobni temperaturi in si pripravili alikvote M. canis za vse nadaljnje poskuse. 
Tako smo zagotovili, da smo v začetku vsakega poskusa vedno imeli približno enako 
bakterijsko kulturo.  
Pripravljene alikvote smo shranili na −80 °C do uporabe. 
 
3.1.1 Gojenje M. canis 
 
Bakterije smo gojili v tekočem gojišču z dodanim konjskim serumom (modificirano 
gojišče po Freyu). V preglednici 7 so prikazane posamezne komponente tako tekočega kot 
trdnega gojišča za M. canis. 
Inokulirana tekoča in nacepljena trdna gojišča smo inkubirali na 37 °C s 5 % CO2 
atmosfero. Za nastanek kolonij na agarskih gojiščih je potrebnih od 5 do 7 dni inkubacije, 
nakar lahko določimo vrednost CFU/ml (Rodwell in Whitcomb, 1983). 
Preglednica 7: Sestava modificiranega gojišča po Freyu, namenjena gojenju M. canis. 
Tekoče gojišče (500 ml) Trdno gojišče (125 ml ~ 15 plošč) 
Komponenta Količina Komponenta Količina 
Bacto PPLO Broth base 
(255420, BD DifcoTm) 
11,25 g Bacto PPLO Broth agar 
(241210, BD DifcoTm) 
2,82 g 
Konjski serum (Gibco, 
ZDA) 
60−75 ml Noble agar (BD DifcoTm, 
241210) 
0,3−0,35 g 
50 % glukoza (Kemika, 
lot: 12999) 




BME (Sigma, ZDA) 
0,125 ml 50 % glukoza (Kemika, 
lot: 12999) 
2,5 ml 
0,6 % fenol rdeče 
(Merck, Nemčija) 
2,5 ml Vitaminska mešanica 
BME (Sigma, ZDA) 
0,033 ml 
Ampicilin (3µg/ml) 
(A0166 Sigma, ZDA) 
1 ml Ampicilin (3 µg/ml) 
(A0166 Sigma, ZDA) 
1 ml 
Milli-Q  440 ml Milli-Q 110 ml 
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Pripomočki in aparature, uporabljene za gojenje M. canis: 
 inkubator (Sanyo, Japonska); 
 avtoklav (Kambič A-21CA, Slovenija); 
 vodna kopel (Lauda Aqualine AL 5, Nemčija); 
 pipete (Biohit, Finska); 
 petrijevke (Thermo Fisher Scientific, Velika Britanija); 
 magnetno mešalo (IKA® color squid, ZDA); 
 brezprašna komora (Telstar PV-30/70); 
 mikroskop (Le Tehnika MBBM017BLED, Slovenija); 
 pH-meter (Schott® instruments Lab850); 
 tehtnica (Tehtnica® Exacta 300EB, Slovenija). 
Uporabljeno laboratorijsko deionizirano vodo Milli-Q smo pripravljali sami s sistemom 
(Millipore Milli-Q® Academic A10®) za ultra čisto vodo, ki se nahaja v prostorih Katedre 
za mlekarstvo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
3.1.1.1 Priprava tekočega gojišča za M. canis 
 
Za pripravo 0,5 l tekočega modificiranega gojišča po Freyu z dodanim konjskim serumom 
smo ob ognju v Milli-Q dodali Bacto PPLO Broth base in zmešali na magnetnem mešalu. 
Sledilo je avtoklaviranje na 121 °C za 15 minut. Pred dodatkom konjskega seruma, 50 % 
glukoze, vitaminske mešanice BME, 0,6 % fenol rdečega in ampicilina (3 µg/ml oz. 
približno 400000 IE) smo raztopino ohladili. Sledilo je uravnavanje pH-vrednosti na 7,81, 
temu pa sterilizacija s filtracijo preko 0,2 µm por ob pomoči vakuumske črpalke (Integra 
Biosciences™ Vacusafe). 
Za krajše obdobje smo tekoče gojišče do uporabe shranili na 4 °C, za daljše obdobje pa na 
−20 °C. Ko smo gojišče enkrat odmrznili, ga nismo ponovno zamrzovali. 
 
3.1.1.2 Priprava trdnega gojišča za M. canis 
 
Za izdelavo in razlitje približno 15 plošč s premerom 55 mm smo potrebovali 125 ml 
gojišča. V ta namen smo ob ognju BACTO PPLO Broth agar in Noble Agar raztopili v 
MilliQ ob mešanju na magnetnem mešalu. Gojišče smo avtoklavirali na 121 °C za 15 
minut.  
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Ko se je ohladilo do ustrezne temperature (približno 45 °C) in preden se je agar strdil, smo 
znotraj brezprašne komore v gojišče dodali še konjski serum, 50 % glukozo, vitaminsko 
mešanico BME ter ampicilin (3 µg/ml oz. približno 400000 IE).  
Sledilo je razlivanje plošč in dodatna 20-minutna sterilizacija pod UV znotraj brezprašne 
komore. Pripravljena trdna gojišča z dodanim konjskim serumom smo do uporabe shranili 
na 4 °C. 
 
3.1.2 Priprava mikrobne kulture in določanje števila mikoplazem 
 
Po odtajanju zamrznjenih bakterijskih kultur, shranjenih na −80 °C, smo naredili 
redčitveno vrsto mikrobne kulture (do 1,0E-05) v modificiranem gojišču po Freyu ter jih 
čez noč inkubirali v inkubatorju pri 37 °C ter s 5 % CO2 atmosfero.  
 
Slika 3: Redčitvena vrsta prekonočne kulture M. canis (iz leve proti desni do 1,0E-05), gojene v tekočem 
modificiranem gojišču po Freyu. 
Pri vseh izvedenih poskusih smo želeli, da je mikrobna kultura v pozni logaritemski fazi 
rasti, kar lahko sklepamo tudi iz barve tekočega gojišča. Najprimernejša barva gojišča je 
oranžasta (slika 3). V našem primeru je bilo pri danih pogojih za dosego logaritemske faze 
rasti potrebnih približno 19 ur gojenja. 
Število mikoplazem, tako v prekonočni kulturi kot v vseh izvedenih poskusih, smo določili 
s standardno metodo štetja kolonij na gojitveni plošči, s katero po preračunu določimo 
število kolonij na ml (angl. »colony forming units« oz. CFU; CFU/ml) (Rodwell in 
Whitcomb, 1983). Metoda temelji na predpostavki, da vsaka živa celica tvori samo eno 
kolonijo. Tako lahko določimo vrednost CFU/ml po enačbi (1). 
𝐶𝐹𝑈
𝑚𝑙
= (𝑁) ∗ (𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑛𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎)−1 ∗ 𝑅            … (1) 
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CFU/ml predstavlja število enot, ki tvorijo kolonije na gojitveni plošči v posameznem 
mililitru, (N) predstavlja povprečno število preštetih kolonij, (redčitev vzorca)-1 je tista 
recipročna redčitev, ki smo jo razmazali na gojitveno ploščo, R pa redčitveni faktor (v 
našem primeru 40), ki nam dobljeno vrednost prenese v mililitrsko skalo. 
S pomočjo enačbe (2) (Paš in sod., 2015) smo izračunali podvojitveni čas M. canis. 
𝑡𝑔 = 𝑡/(3,3 ∗ log (
𝑁𝑘
𝑁𝑧
))               …(2) 
Podvojitveni čas (tg) izračunamo ob upoštevanju dolžine inkubacije (t), števila bakterij na 
začetku inkubacije (Nz) in na koncu inkubacije (Nk). Pri izračunu upoštevamo še koeficient 
3,3, ki je recipročna vrednost log (2).  
 
3.1.3 Vpliv gentamicina na M. canis 
 
V glavnem poskusu smo uporabljali antibiotik gentamicin  (Garamycin, Krka) kot inhibitor 
rasti M. canis. Pred začetkom gentamicinskega testa smo morali določiti koncentracijo 
gentamicina, ki popolnoma inhibira rast mikoplazem.  
Sami vrednosti MIC (angl. »minimal inhibitory concentraction«) nismo določali. So pa za 
nekatere vrste mikoplazem to določili drugi raziskovalci (Hannan, 2000). Dodatno smo po 
pregledu literature (Michaels in sod., 2016; Dušanić in sod., 2009) izbrali tiste 
koncentracije gentamicina, ki naj bi inhibirale rast M. canis, kar smo morali testirati tudi na 
našem sevu M. canis.  
Ob začetku poskusa smo redčitveno vrsto prekonočne kulture izpostavili izbranim (800 
μg/ml in 600 μg/ml, 400 μg/ml, 200 μg/ml in 100 μg/ml) koncentracijam antibiotika in 
inkubirali na 37 °C ter s 5 % CO2 atmosfero dve oz. štiri ure.  
Po dveh ter štirih urah inkubacije mikoplazem z gentamicinom smo z nanosom mikrobne 
kulture na agarska gojišča in ob šestdnevni inkubaciji lahko določili inhibitorno delovanje 
gentamicina. 
Izbrane koncentracije gentamicina smo pripravili iz založnih vial z založno koncentracijo 
40 mg/ml tako, da smo dodali ustrezno količino založne koncentracije gentamicina v 
izbran volumen gojišča. Enačbi (3) in (4) predstavljata način izračuna ustreznega volumna 
založne koncentracije, ki ga moramo dodati gojišču, da je končna koncentracijo 




                           … (3) 
𝑉𝑧 =
400 µ𝑔 ∗ 2 𝑚𝑙 ∗ 𝑚𝑙
40 𝑚𝑔∗𝑚𝑙
= 0,02 𝑚𝑙             … (4) 
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V enačbi (3) je prikazana uporabljena enačba za izračun dodanega volumna (Vz), da v 
končnem volumnu (Vk) dosežemo želeno končno koncentracijo (ck) ob uporabi antibiotika 
z založno koncentracijo (cz) 40 mg/ml.  
Enačba (4) pa prikazuje primer izračuna, pri katerem želimo, da je v končnem volumnu 2 
ml gojišča delovna koncentracija antibiotika 400 µg/ml, če je založna koncentracija 
gentamicina 40 mg/ml. Iz izračuna lahko ugotovimo, da moramo dodati 20 µl založne 
koncentracije gentamicina v 2 ml gojišča. 
 
3.1.4 Vpliv mešanega gojišča na M. canis 
 
V poskusu so bile mikoplazme izpostavljene tudi komponentam (naštetim v poglavju 
3.2.1) gojišča, namenjenega za rast celične linije DH82. Da smo določili vpliv mešanega 
gojišča na rast mikoplazem, smo prekonočno mikrobno kulturo ustrezno redčili ter prenesli 
v mešano gojišče.  
V laboratoriju Katedre za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo Biotehniške 
fakultete Univerze v Ljubljani so že predhodno izvajali testiranja vpliva mešanega gojišča 
(Valinger Sluga, 2017) v razmerju 1 : 1 med modificiranim gojiščem po Freyu ter gojiščem 
MEME − na rast mikoplazem. Na podlagi njihovih izkušenj smo se tudi sami odločili, da 
bomo gentamicinski test opravljali v mešanem gojišču z razmerjem 1 : 1. 
Mikrobno kulturo smo pripravili, kot je opisano v poglavju 3.1.1, popolno gojišče MEME 
− pa tako, kot je opisano v poglavju 3.2.1.  
Redčitveno vrsto mikrobne kulture smo preko noči inkubirali na 37 °C s 5 % CO2 
atmosfero in dan kasneje tako pripravljeno prekonočno kulturo uporabili za določitev 
vpliva mešanega gojišča na rast M. canis.  
Pripravili smo 4,5 ml mešana gojišča z 2,5 ml gojišča MEME − in 2,0 ml modificiranega 
tekočega gojišča po Freyu. Temu smo nato dodali 0,5 ml prekonočne kulture. Nato smo 
mikrobno kulturo vzorčili po 0 urah, 3 urah, 6 urah, 9 urah in 24 urah po začetku 
inkubacije ter po 25 µl nanašali na agarska gojišča, s čimer smo spremljali rastno 
dinamiko. To smo inkubirali 6 dni na 37 °C v atmosferi s 5 % CO2 in s štetjem kolonij 
določili vrednost CFU/ml po enačbi (1). 
 
3.2 CELIČNA LINIJA DH82 
 
Semiadherentno trajno pasjo celično linijo DH82 (ECACC 94062922) je Katedri za 
genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo Biotehniške fakultete podaril oddelek za 
patologijo Univerze za veterinarsko medicino v Hannovru. 
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3.2.1 Gojenje celične linije DH82 
 
Celice DH82 smo gojili v tekočem mediju, kjer je 10 % končnega volumna gojišča 
predstavljal fetalni goveji serum (Thermo Scientific, FBS HyClone), 1 % je predstavljala 
raztopina neesencialnih aminokislin (Sigma Aldrich), preostanek pa osnovno minimalno 
gojišče z dodanimi solmi MEME (Minimum Essential medium with Earl's salts), ki 
omogoča rast celične linije. 
Ko smo izvajali preliminarne teste, smo gojišču za celično linijo dodali še mešanico 
antibiotikov penicilin/streptomicin (Krka), ki je predstavljal 1 % končnega volumna 
tekočega gojišča. Za boljše razumevanje smo takšno gojišče poimenovali MEME +, ki je 
torej popolno gojišče za celice DH82 z dodanima antibiotikoma penicilin/streptomicin. 
V gentamicinskem testu popolnemu gojišču za celice DH82 nismo dodali mešanice 
antibiotikov penicilin/streptomicin, ker bi s tem vplivali na rast M. canis. Takšno popolno 
gojišče za celice DH82 brez dodane mešanice antibiotikov penicilin/streptomicin smo 
poimenovali MEME −. 
Preglednica 8: Sestava pol litra celičnega gojišča MEME +. 
Komponenta Količina (ml) 
EMEM 440 
FBS 50 
Neesencialne aminokisline 5 
Mešanica antibiotikov penicilin/streptomicin 5 
 
Osnovno liofilizirano gojišče MEME smo hranili v hladilniku tako kot mešanico 
antibiotikov in neesencialne aminokisline. Alikvoti fetalnega govejega seruma so bili 
shranjeni ali v hladilniku za kratko obdobje ali v skrinji za daljše obdobje.  
Za pripravo enega litra MEME smo odtehtali 2,2 g Na(CO3)2, dodali celotno vsebino 
liofiliziranega MEME ter dolili Milli-Q vodo do enega litra. Uravnali smo pH na 6,9, ki se 
po filtraciji dvigne na 7,2. Tako pripravljeno MEME-gojišče nato filtriramo preko filtrov 
(Pall Corporation, AcroCap™ Filter) s porami velikosti 0,2 µm s pomočjo črpalke 
(Microgon 70, Microgon inc., ZDA). Pripravljeno osnovno gojišče smo shranili v 
hladilniku (Gorenje) na 4 °C do uporabe.  
Fetalni goveji serum (FBS) smo alikvotirali v falkonke po 40 ml. Posamezne alikvote smo 
zamrznili v skrinji (Gorenje) na −20 °C do uporabe. Mešanico antibiotikov 
peniclin/streptomicin (Krka) smo hranili tako kot raztopino neesencialnih aminokislin v 
hladilniku (Gorenje), ohlajenem na 4 °C. 
Celice smo v popolnem gojišču MEME + gojili približno teden dni. Pri izbranih pogojih 
gojenja v tem času dosežejo 90 % do 100 % konfluenco in jih moramo presaditi. Pri 
  22 
Golob Matej. Sposobnost adhezije in invazije bakterije Mycoplasma canis na modelu pasje celične linije DH82.  





presajanju smo jih najprej s strgalom (VWR®, TPPA99002) postrgali z dna gojitvene 
posodice, centrifugirali 10 minut pri 900 obratih na minuto (angl. »revolutions per minute« 
oz. rpm), supernatant zavrgli, celični pelet pa resuspendirali v izbranem volumnu svežega 
gojišča, da smo dosegli želeno število celic ob nasajanju v nove gojitvene posodice.  
Čeprav celice presajamo enkrat na teden, jim gojišče zamenjamo vsakih 48 do 72 ur. Pri 
tem pazimo, da ob odsesavanju starega gojišča ne poškodujemo celic, ki so pritrjene na 
dno gojitvene posodice, ter da ob dodajanju svežega gojišča tega ne zlivamo direktno na 
pritrjene celice, marveč ob robu, da celic s curkom svežega gojišča ne uničimo.  
Preden smo celično linijo okužili z M. canis, smo celice DH82 gojili v gojišču brez 
dodanega penicilina/streptomicina MEME −.  
Pripomočki in aparature, uporabljene za gojenje celic DH82: 
 brezprašna komora (Telstar® Biostar); 
 inkubator (Sanyo, Japonska); 
 vodna kopel (Unitherm WA22); 
 centrifuga (Tehtnica® centric 322A, Slovenija); 
 mikroskop (Olympus CKX53; Nikon eclipse TE2000-U); 
 pipete (Biohit, Finska); 
 gojitvene posodice: 
o T25 (25 cm2) (VWR® Tissue Culture Flask); 
o T75 (75 cm2) (VWR® Tissue Culture Flask); 
o gojitvena posodica s 6 luknjami (Greiner bio-one Cellstar®); 
 LUNA-FL™ (Logos Biosystems). 
 
3.2.2 Določanje števila celic DH82 
 
Število celic smo določali na dva načina. S štetjem z uporabo  hemocitometra 
(Neubauerjeva števna komora) ter z avtomatiziranim celičnim števcem LUNA-FL™ 
(Logos Biosystems).   
S hemocitometrom smo za določanje števila celic postrgali celično linijo s strgalom, to 
resuspendirali, odvzeli 10 µl, preostanek pa centrifugirali 10 minut pri 900 rpm. Odvzetih 
10 µl smo redčili, v večini primerov 2-krat z dodatkom 10 µl barvila tripan modro, ki 
vstopa preko poškodovane membrane ter tako obarva citoplazmo mrtvih celic. 
Nepoškodovana membrana živih celic makromolekul, kot je omenjeno barvilo, ne 
prepušča, zato ostanejo neobarvane (Louis in Siegel, 2011). Na hemocitometru preštejemo 
celice v vseh štirih kvadratkih  in pri tem pazimo, da celic, ki so na desnem in spodnjem 
robu posameznega števnega kvadratka, ne upoštevamo (Bastidas, 2017). Ko s štetjem 
končamo, izračunamo število celic s pomočjo enačbe (5). 
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𝑁 = 𝑎 ∗ 𝑅 ∗ 104                … (5) 
N predstavlja število celic, a povprečno število celic v kvadratku, R je redčitveni faktor, ki 
je odvisen od redčenja začetnega vzorca z barvilom tripan modro in PBS (angl. 
»Phosphate-buffered saline«), 104 je volumen Neubauerjeve števne komore.  
Preostanek celic smo po predhodnem 10-minutnem centrifugiranju pri 900 rpm na podlagi 
znanega števila celic v vzorcu ustrezno redčili in porazdelili v želene gojitvene posodice v 
ustreznem volumnu svežega gojišča, da je bilo število celic ob nasajanju primerno. 
Preglednica 9: Predlagano število celic ob nasaditvi (povzeto po Thermo Fisher Scientific, 2017: 1). 
Gojitvena posodica Priporočeno število celic ob nasajanju 
Gojitvena posodica s 6 luknjami 3,0E+05 
Gojitvena posodica s 12 luknjami 1,0E+05 
Gojitvena posodica s 24 luknjami 0,5E+05 
Gojitvena posodica T25 7,0E+05 
Gojitvena posodica T75 2,1E+06 
 
V preglednici 9 je prikazano število celic, ki jih priporočajo ob nasaditvi in po katerih smo 
se tudi sami zgledovali (Thermo Fisher Scientific, 2017). 
Avtomatiziran celični števec LUNA-FL™ nam olajša štetje celic, ker izboljša natančnost 
in ponovljivost rezultatov, saj gre za (pol)avtomatiziran sistem določanja živih in mrtvih 
celic neposredno iz našega vzorca. V ta namen uporabljamo števne ploščice za enkratno 
uporabo (Luna™ Cell Counting Slides, Logos Biosystems), v katere dodamo 10 µl pred 
tem 2-krat redčenega vzorca celične suspenzije z barvilom tripan modro. Naprava LUNA-
FL™ nato določi število živih in mrtvih celic, kot tudi viabilnost in velikost celic s 
pomočjo parametrov, ki smo jih nastavili ob začetku analize. LUNA-FL™ je opremljena s 
preglednim zaslonom na dotik, kar omogoča ročno preverjanje označbe celic, vidni so 
skupki celic, ki so morda zmotili avtomatizirano štetje. Sami lahko določimo živost 
označenih celic (na zaslonu so z rdečo označene mrtve, z zeleno pa žive celice) in tako 
natančno analiziramo vzorec. 
 
3.2.2.1 Določanje podvojitvenega časa celične linije DH82 
 
Celice smo gojili po zgoraj opisanem postopku in jih nanesli v gojitvene posodice s 6 
luknjami in jih po 24 in 48 urah postrgali z dna gojitvenih posodic ter prešteli pod 
mikroskopom. Pred štetjem s hemocitometrom smo vzorec ustrezno redčili in obarvali s 
tripan modrim. Tako smo lahko ločili med živimi in mrtvimi celicami.  
Število celic smo nato določili po enačbi (5), njihov podvojitveni čas pa po enačbi (6). 
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                … (6) 
Dt predstavlja podvojitveni čas, t celoten čas inkubacije, Xe končno število celic po 
inkubaciji in Xb začetno število celic ob nasajanju (ATCC
®, 2014). 
 
3.2.3 Vpliv gentamicina na celice DH82 
 
Gentamicin je aminoglikozidni antibiotik, ki inhibira delovanje 30S ribosomske podenote 
ter posledično prepreči rast bakterij, tudi mikoplazem (Shakil in sod., 2008). Sesalske 
celice, kot so celice DH82, nimajo 30S ribosomske podenote, a nas je zanimalo, ali morda 
kako drugače vpliva na rast celic.  
Da bi določili vpliv gentamicina, smo celično linijo izpostavili delovanju antibiotika, ki 
smo ga dodali v gojišče. Za začetek testa smo počakali, da je celična linija dosegla 
približno 95 % konfluenco, nato smo staro gojišče odsesali ter dodali sveže gojišče z 
dodanim antibiotikom. Po dveh oz. štirih urah inkubacije smo nato celice postrgali, prešteli 
s pomočjo hemocitometra in določili število celic. To smo primerjali s številom kontrolnih 
celic, ki gentamicinu niso bile izpostavljene. Ugotavljali smo, ali je prišlo do spremembe v 
številu ter viabilnosti celic.  
Poskus smo opravljali v gojitvenih posodicah s 6 luknjami, počakali do približno 95 % 
konfluence in izvedli poskus ter določili število celic po enačbi (5). 
 
3.2.4 Vpliv mešanega gojišča na celice DH82 
 
Morali smo določiti, ali je rast celične linije DH82 zaradi prisotnosti gojišča za 
mikoplazme inhibirana, saj je gentamicinski test tekel v mešanem gojišču v razmerju 1 : 1.  
Vpliv mešanega gojišča smo določili tako, da smo celično linijo nasadili v gojitvene 
posodice s 6 luknjami z mešanim gojiščem, nato pa določali število celic po enačbi (5) v 
izbranih časovnih točkah. Dobljene rezultate smo primerjali s kontrolo, kjer so bile celice 
DH82 v gojišču MEME –.  
 
3.3 GENTAMICINSKI TEST 
 
Za določitev števila adhezivnih in invazivnih M. canis smo izvedli gentamicinski test. Test 
poteka tako, da evkariontske gostiteljske celice kokultiviramo z bakterijami. Po določenem 
času kokultivacije k eni paralelki dodamo gentamicin, k drugi paralelki pa gentamicina ne 
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dodamo ter inkubiramo še nadaljnje tri ure. V tem času bo gentamicin v prvi paralelki 
preprečil rast prostoplavajočih  in pritrjenih M. canis, invazivne M. canis pa bodo pred 
delovanjem gentamicina zavarovane znotraj celic DH82. Tako bomo po prenosu vzorca na 
modificirana trdna gojišča po Freyu določili število invazivnih M. canis. V drugi paralelki, 
kamor gentamicina nismo dodali, rasti M. canis ne bomo preprečili. S tem bomo po 
prenosu vzorca na modificirano trdno gojišče po Freyu določili celokupno število M. canis. 
Za določitev adhezivnih M. canis od celokupnega števila M. canis odštejemo število 
invazivnih M. canis. 
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Slika 4: Shema ene biološke ponovitve. 
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Celoten poskus smo opravili v treh bioloških ponovitvah in vse meritve opravili v 
triplikatih. 
Del gentamicinskega testa je tudi sproščanje invadiranih bakterij iz gostiteljske celice s 
pomočjo detergenta (pogosto se uporablja triton X-100). Detergent stopi membrane 
gostiteljske celice, pri tem pa se tiste bakterije, ki so gostiteljsko citoplazemsko membrano 
prešle, sprostijo. Tako po prenosu suspenzije na trdno bakterijsko gojišče določimo število 
invadiranih bakterij (Elsinghorst, 1994; Dušanić in sod., 2009; Michaels in sod., 2016).  
S preliminarnimi testi smo skušali ugotoviti, katera koncentracija triton X-100 in dolžina 
inkubacije bo primerna za popolno lizo celic DH82, ne da pride do poškodb M. canis. Kot 
smo omenili, smo testirali več različnih koncentracij tritona X-100 (0,1 %, 0,25 %, 0,5 % 
in 1%), redčenega s PBS. Celice DH82 smo najprej sprali s PBS ter za 5 oziroma 10 minut 
dodali triton X-100. Nato smo celice DH82 postrgali ter prešteli število celic DH82 pod 
mikroskopom, kot je to opisano v poglavju 3.2.2.  
Ugotovili smo, da vse koncentracije tritona X-100 popolnoma lizirajo celice DH82 po 10-
minutni inkubaciji s tritonom X-100 ter v večinskem deležu tudi po 5-minutni inkubaciji. 
Ob testiranju vpliva tritona X-100 na M. canis pa smo ugotovili, da je ne glede način 
izvedbe poskusa, dolžino inkubacije in uporabljene koncentracije detergenta triton X-100 
citotoksičen za M. canis. Žal takšnega rezultata nismo ne pričakovali ne želeli. Po 
nekajkratnem ponavljanju poskusa smo se zaradi neželenih rezultatov odločili, da tritiona 
X-100 ne bomo uporabili v naših poskusih, saj smo predpostavili, da bodo celice DH82 na 
trdnem gojišču, ki je namenjeno rasti M. canis, propadle in tako »sprostile« invadirane 
mikoplazme. Tako smo v gentamicinskem testu celice postrgali, pripravili ustrezno 
redčitveno vrsto in izbrane redčitve direktno nanesli na trdna modificirana gojišča po 
Freyu.  
Zaradi opisanih težav ob testiranju vpliva tritona X-100 na M. canis smo se odločili, da 
rezultatov teh preliminarnih testov v 4. poglavju ne predstavimo. 
 
3.3.1 Okuževanje celične linije DH82 z M. canis 
 
Želeli smo doseči razmerje 50 : 1 med številom M. canis in DH82, saj s tem dosežemo 
primerno število mikoplazem, ki se bodo ali pritrdile ali vstopile v gostiteljsko celico, 
podobno pa je to storil tudi Valinger Sluga (2017) v svoji magistrski nalogi, ki jo je 
opravljal na Katedri za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo na Oddelku za 
zootehniko Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani.  
Gentamicinski test je tekel v mešanem gojišču z razmerjem 1 : 1 med gojiščem MEME − 
ter modificiranim tekočim gojiščem po Freyu brez ampicilina. 
V ta namen smo celično linijo DH82 gojili v 75T gojitvenih posodicah do približno 95 % 
konfluence, jih mehansko postrgali s površine ter prenesli v falkonko. To smo 
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centrifugirali 10 minut pri 900 rpm. Supernatant smo zavrgli, celični pelet pa 
resuspendirali v ustrezni količini gojišča in nasadili v gojitvene posodice s 6 luknjami s 
4,0E+05 celic. 
Te smo gojili 5 dni v popolnem gojišču MEME – do približno 95 % konfluence, v tem času 
pa smo enkrat zamenjali gojišče. Na dan poskusa smo znova zamenjali gojišče, tokrat z 
mešanim gojiščem brez antibiotikov, da smo gentamicinski test pričeli s svežim mešanim 
gojiščem (2 ml popolnega gojišča MEME − in 1 ml modificiranega gojišča po Freyu brez 
ampicilina). S preliminarnimi testi smo ugotovili, da potrebujemo približno 19 ur, da 
dosežemo primerno število M. canis za okužbo celične linije, zato smo en dan pred okužbo 
odmrznili 1 ml alikvota M. canis, ga prenesli v 9 ml svežega gojišča in pripravili 
redčitveno vrsto. Redčitev 1,0E-05, za katero smo vedeli, da bo po 19 urah v logaritemski 
fazi rasti in bo vsebovala primerno število M. canis, smo prav tako 10-krat redčili, vendar 
je bil skupni volumen 50 ml in ne 10 ml kot pri drugih redčinah. Tako pripravljeno 
mikrobno kulturo smo inkubirali do začetka poskusa na 37 °C in v atmosferi s 5 % CO2. 
Pred okužbo smo bakterijsko kulturo iz redčitve 1,0E-05 15-krat premešali z uporabo igle 
ter nato 1 ml te kulture prenesli k celični liniji. Na ta način smo želeli razbiti skupke 
(Winner in sod., 2000), ki bi jih lahko tvorila M. canis, hkrati pa smo se tako bolj približali 
želenemu razmerju 50 mikoplazem na posamezno celico DH82. K negativni kontroli smo 
namesto 1 ml prekonočne kulture dodali 1 ml tekočega modificiranega gojišča po Freyu. 
Okuženo celično linijo DH82 z M. canis smo gojili na 37 °C v atmosferi s 5 % CO2 ves čas 
gentamicinskega testa.  
 
3.3.2 Določanje adhezivne in invazivne sposobnosti M. canis 
 
Za določitev števila adhezivnih in invazivnih M. canis in s tem adhezivne in invazivne 
sposobnosti mikoplazme smo po preteku 3 ur, 9 ur, 24 ur ali 48 ur inkubacije okužene 
celice DH82 3-krat sprali s PBS ter dodali ali 2 ml gojišča z dodanim gentamicinom  (400 
µg/ml) ali 2 ml gojišča brez gentamicina ter ga pustili delovati 3 ure. To je čas, v katerem 
gentamicin  uniči mikoplazme. Tako smo v prvem primeru ohranili žive le mikoplazme, ki 
so predhodno invadirale v celice DH82, v drugem primeru pa so ostale žive vse 
mikoplazme, tako adherirane kot invadirane.  
Po pretečeni 3-urni inkubaciji smo celice 3-krat sprali s PBS, nato dodali 1 ml 
modificiranega tekočega gojišča po Freyu in postrgali celično linijo DH82 z dna gojitvene 
posodice. Suspenzijo smo nato resuspendirali in pripravili redčitveno vrsto. 
Za določitev števila adhezivnih M. canis in s tem adhezivne sposobnosti smo pripravljen 1 
ml vzorca ustrezno redčili in nato 25 μl nanesli na modificirana trdna gojišča po Freyu. Za 
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določitev števila adhezivnih M. canis po 3 in 9 urah inkubacije smo nanesli redčitvi 1,0E-
04 in 1,0E-05, za 24-urno in 48-urno inkubacijo pa redčitvi 1,0E-03 in 1,0E-04.  
Za določitev števila invazivnih M. canis in s tem invazivne sposobnosti smo po 25 μl 
nanesli na modificirana trdna gojišča po Freyu v redčitvi 1,0E+00 ter 1,0E-01 za vsa 
obdobja. 
Po šestih oz. sedmih dneh po nanosu redčin na gojitvene plošče in inkubacije na 37 °C v 
atmosferi s 5 % CO2 smo pod mikroskopom prešteli število kolonij in določili število M. 
canis.  
Š𝑡. 𝑖𝑛𝑣.𝑀. 𝑐𝑎𝑛𝑖𝑠 = 𝑑𝑖𝑟𝑒𝑘𝑡𝑛𝑜 𝑑𝑜𝑙𝑜č𝑖𝑙𝑖 𝑠 š𝑡𝑒𝑡𝑗𝑒𝑚 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗                     … (7) 
Š𝑡. 𝑎𝑑ℎ. 𝑀. 𝑐𝑎𝑛𝑖𝑠 = (𝑐𝑒𝑙𝑜𝑘𝑢𝑝. š𝑡. 𝑀. 𝑐𝑎𝑛𝑖𝑠) − (š𝑡. 𝑖𝑛𝑣. 𝑀. 𝑐𝑎𝑛𝑖𝑠)                  … (8) 
Število adheriranih (št. adh.) M. canis smo določili tako, da smo od celokupnega števila 
(celokup. št.) odšteli število invadiranih M. canis. Število invadiranih (št. inv.) M. canis 
smo določili direktno s štetjem kolonij, ki so nastale na trdnem modificiranem gojišču po 
Freyu. 
 
3.3.3 Spremljanje rasti in morfoloških sprememb celic DH82 
 
S štetjem celic DH82 na LUNA-FL™ smo določili število celic, viabilnost ter njihovo 
velikost. Po 3 urah, 9 urah, 24 urah in 48 urah po okužbi z M. canis smo 10 µl celične 
linije redčili z enako količino barvila tripan modro ter tako 10 µl 2-krat redčenega vzorca 
nanesli na števno ploščico in vstavili v avtomatiziran celični števec.  
Prav tako smo ob začetku inkubacije celic DH82 z M. canis ter po 3 urah, 9 urah, 24 urah 
in 48 urah po okužbi z M. canis vzorce mikroskopirali ter tako spremljali morfološke 
spremembe.   
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4.1 OPTIMIZACIJSKI TESTI IN RASTNA DINAMIKA M. canis 
 
Zaradi majhnosti kolonij M. canis jih na agarski plošči štejemo s pomočjo svetlobnega 
mikroskopa. 
 
4.1.1 Rastna krivulja 
 
Za primerno izvedbo gentamicinskega testa, s katerim bi ugotovili število adhezivnih in 
invazivnih bakterij M. canis, smo morali določiti rastno dinamiko in s tem podvojitveni čas 
M. canis. To nam je pomagalo pri določanju časa inkubacije M. canis v tekočem 
modificiranem gojišču po Freyu, da dosežemo logaritemsko fazo rasti, hkrati pa določimo 
tisti volumen kulture M. canis, ki ga moramo dodati celični liniji ob okuževanju, da se čim 
bolj približamo želenemu razmerju 50 : 1 med M. canis ter DH82. V ta namen smo 
odmrznili alikvot M. canis in ga gojili 24 ur v tekočem modificiranem gojišču po Freyu ter 
spremljali spremembo vrednosti CFU/ml v času. 
 
Slika 5: Rastna dinamika M. canis. 
Na sliki 5 je vidna rastna krivulja, s fazo prilagajanja, fazo eksponentne rasti in fazo 
odmiranja. Žal ni videti stacionarne fazi rasti, ki bi najbrž bila med 10 in 24 urami 
inkubacije, a v tem času žal nismo vzorčili bakterijske kulture. Največ M. canis je bilo po 
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Iz podatkov in s pomočjo enačbe (2) smo izračunali podvojitveni čas (tg) M. canis, ki po 
naših izračunih znaša 86,16 minut. Za izračun tg smo upoštevali vrednosti CFU/ml po 4 
urah inkubacije, ko se začenja eksponentna faza rasti, in vrednost CFU/ml po 10 urah 
inkubacije, ko bakterije dosežejo največje število. 
V literaturi lahko zasledimo podatke, da je podvojitveni čas za bakterijski razred 
Mollicutes od 0,34 ure (20,4 minute) za Acholeplasma morum do 3,29 ure (197,4 minute) 
za M. arginini (Beaman in Pollack, 1983). V ta razpon podvojitvenih časov za razred 
Mollicutes sodi tudi podvojitveni čas M. canis, ki smo ga določili mi. 
Prav tako je vrednost CFU/ml med 1,0E+08 in 1,0E+09 znak za pozno logaritemsko fazo 
rasti, kar smo želeli doseči ob kasnejši okužbi celične linije DH82 z M. canis. 
 
4.1.2 Inhibitorni učinek gentamicina 
 
Za testiranje inhibitornega vpliva gentamicina na M. canis smo prekonočno kulturo 
izpostavili gentamicinu za določen čas, da bi preverili, kakšna je primerna koncentracija, ki 
zavre rast M. canis.  
Prekonočno kulturo smo pred začetkom testa 10-krat redčili ter tako test vpliva 
gentamicina pričeli s 4,52E+07 vrednosti CFU/ml. Tako pripravljeno kulturo smo 
izpostavili izbranim koncentracijam gentamicina (800 μg/ml in 600 μg/ml, 400 μg/ml, 200 
μg/ml in 100 μg/ml) za dve uri oziroma štiri ure.  
 
Slika 6: Inhibitorni učinek gentamicina na M. canis. 
Na sliki 6 so prikazane testirane koncentracije gentamicina, pri katerih smo prekonočno 
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Poskus smo izvedli enkrat in potrdili ugotovitve predhodnih testov v istem laboratoriju, 
namreč da uporabljene koncentracije antibiotika pri izbranih inkubacijskih obdobjih 
preprečijo rast mikoplazem, kar sovpada tudi s podatki iz literature (Michaels in sod., 
2016; Dušanić in sod. 2009). 
Čeprav iz naših rezultatov lahko ugotovimo, da je za inhibicijo rasti M. canis dovolj že 100 
µg/ml gentamicina, smo v glavnem poskusu izbrali 4-krat večjo koncentracijo. S tem smo 
zagotovili popolno inhibicijo rasti in tako izboljšali natančnost naših rezultatov. Podobno 
so storili tudi Michaels in sod. (2016), ko so za inhibicijo rasti iste vrste mikoplazme 
uporabili gentamicin s končno koncentracijo 400 µg/ml. 
 
4.1.3 Rast v mešanem gojišču 
 
V gentamicinskem testu je bila sestava končnega gojišča v razmerju 1 : 1 med tekočim 
modificiranim gojiščem po Freyu brez dodanega ampicilina, ki spodbuja rast bakterije, ter 
gojiščem MEME −, ki spodbuja rast celične linije. Ker bi lahko gojišče, namenjeno celični 
liniji, oteževalo ali inhibiralo rast M. canis, smo morali preveriti vpliv mešanega gojišča na 
rast bakterije, da ne bi prišlo do napačne interpretacije ob analizi rezultatov 
gentamicinskega testa.  
 
Slika 7: Rastna dinamika M. canis v mešanem gojišču. 
Iz slike 7 je razvidno, da je krivulja rasti podobna tisti, kot je prikazana na sliki 5, torej 
rasti mikoplazem v modificiranem gojišču po Freyu.  Na začetku je faza prilagajanja, sledi 
faza eksponentne rasti in na koncu faza odmiranja. Tako kot na sliki 5 stacionarna faza 
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mikrobne kulture. Največ M. canis je po 9 urah inkubacije v mešanem gojišču, nato število 
upade. V tem času bakterije porabijo hranila, čemur sledi faza odmiranja. 
Če izračunamo podvojitveni čas s pomočjo enačbe (2) za M. canis, ki je bila 24 ur 
izpostavljena mešanemu gojišču, lahko ugotovimo, da se je ta podaljšal s 86,16 minut na 
221,54 minut.  Mešano gojišče torej upočasni rast M. canis, a ga ne inhibira.  
 
4.2 OPTIMIZACIJSKI TESTI IN RASTNA DINAMIKA CELIČNE LINIJE DH82 
 
4.2.1 Podvojitveni čas 
 
Čeprav smo vedeli, da moramo celično linijo presajati 1-krat tedensko, saj so v naših 
pogojih gojenja v tem času dosegle približno 95 % konfluenco, smo za natančnejšo 
izvedbo poskusov izračunali podvojitveni čas uporabljene celične linije. Kljub 
izračunanemu podvojitvenemu času je bila ocena konfluentnosti zelo pomembnem 
dejavnik pri izvedbi vseh poskusov.  
 
Slika 8: Rastna dinamika celic DH82. 
Iz podatkov, ki jih prikazuje slika 8, smo izračunali podvojitveni čas celične linije DH82 
po enačbi (6), ki v območju naših vzorčenj znaša 47,36 ure.  
Pri poskusih, ki so jih naredili Figueroa in sod. (2016), je bil podvojitveni čas celic DH82 
ob najhitrejši rast celic 42,9 ure. Podvojitveni čas pri poskusih na celicah DH82, ki so jih 
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celične linije DH82 razlikujejo, a to je lahko odvisno od priprave in komponent gojišča, 
pasaže, pogojev gojenja in drugih razlik.  
 
4.2.2 Rast v prisotnosti gentamicina 
 
Gentamicin se pogosto uporablja pri dokazovanju znotrajceličnih patogenih 
mikroorganizmov v gentamicinskem testu (Elsinghorst, 1994; Dušanić in sod., 2009; 
Michaels in sod., 2016). Deluje na malo, 30S-ribosomsko podenoto, hkrati pa antibiotik le 
stežka preide membrano evkariontskih celic (Vaudaux in Waldvogel 1979; Elsinghorst, 
1994), zato antibiotik naj ne bi vplival na rast celične linije. Kljub temu smo preverili tudi 
možen vpliv antibiotika na rastno dinamiko celic DH82. 
 
Slika 9: Rastna dinamika celične linije v gojišču z dodanim gentamicinom (400 µg/ml) (oranžna krivulja) in 
v gojišču brez gentamicina (modra krivulja). 
Želeli smo, da se poskus prične z enakim začetnim številom celic v gojišču z dodanim 
gentamicinom kot v gojišču brez dodanega gentamicina. Kljub temu da smo celični pelet, 
ki smo ga dobili po centrifugiranju, resuspendirali v primernem volumnu, razdelili na dva 
dela ter k enemu dodali ustrezno količino gentamicina, k drugemu delu pa enako količino 
gojišča, nam to žal ni uspelo. Začetno število celic v gojišču z dodanim gentamicinom je 
1,60E+05, v gojišču brez antibiotika pa 2,40E+05, kar je najbrž posledica nastanka 
celičnih skupkov, ki jih ob resuspendiranju nismo dobro razbili. 
Iz slike 9 je razvidno, da izbrana koncentracija gentamicina ne vpliva na rastno dinamiko 
celične linije, s čimer smo potrdili naše začetno prepričanje, da sam gentamicin ne bo 
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4.2.3 Rast v mešanem gojišču 
 
Test za oceno adhezivnosti in invazivnosti M. canis je tekel 48 ur. Zato smo preverili, kako 
48-urno gojenje celic DH82 v mešanem gojišču vpliva na spremembo rastne dinamike, 
rezultati so predstavljeni na sliki 10. V gojišču MEME − je začetno število 9,28E+05 celic, 
v mešanem gojišču pa 5,24E+05. 
 
 
Slika 10: Rast celične linije DH82 ob 48 urni izpostavitvi mešanemu gojišču. Z modro krivuljo je prikazana 
rastna dinamika celične linije v gojišču MEME −, z oranžno pa rastna dinamika celične linije v mešanemu 
gojišču. 
 
Slika 11: Rast celične linije DH82 ob 6 urni izpostavitvi mešanemu gojišču. Z modro krivuljo je prikazana 
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S slike 10 je razvidno, da se rast celic DH82 v mešanem gojišču nekoliko upočasni in se 
podvojitveni čas z dobrih 47 ur podaljša na dobrih 49 ur. Razlika torej je, vendar lahko 
zaključimo, da celice DH82 v mešanem gojišču rastejo. Prisotnost modificiranega gojišča 
po Freyu ne inhibira rasti celične linije DH82.  
Preverili smo tudi, kakšna je rastna dinamika celične linije ob 6-urni inkubaciji celic v 
mešanem gojišču (slika 11). M. canis naj bi namreč v gostiteljsko celico vstopila v prvih 
nekaj urah po okužbi (Baseman, 1995; Borovsky, 1998; Rottem, 2003; Dušanić in sod., 
2009; Michaels in sod., 2016). Ugotovili smo, da po 3 urah inkubacije število celic pade z 
začetnega števila 1,58E+06 celic, a se znova dvigne po 6 urah inkubacije. 
Iz rezultatov na sliki 10 in s slike 11 lahko sklepamo, da prisotnost modificiranega gojišča 
po Freyu ne prepreči rasti celic DH82.  
 
4.3 ADHEZIVNA IN INVAZIVNA SPOSOBNOST M. canis TER VPLIV 
KOKULTIVACIJE NA CELICE DH82 
 
V sistemih in vitro lažje dosežemo večje število bakterij na posamezno gostiteljsko celico, 
kot pa je dejansko »stanje« v sistemih in vivo. Tako lažje opišemo patogenezo preučevane 
bakterije – v našem primeru preverjanje adhezivne in invazivne sposobnosti. Zato smo 
želeli doseči razmerje 50 : 1 med številom M. canis in DH82. Dodatno smo se za takšne 
začetne pogoje odločili zaradi izkušenj, ki jih imajo na Katedri za genetiko, animalno 
biotehnologijo in imunologijona Oddleku za zootehniko Biotehniške fakultete, Univerze v 
Ljubljani (Valinger Sluga, 2017). Zato smo morali določiti začetno vrednost CFU/ml 
posameznih ponovitev, da smo lahko kasneje izračunali dejansko število invadiranih 
oziroma adheriranih M. canis ter določili razmerje med bakterijami in celicami DH82.  
Izvedli smo tri ločene biološke ponovitve poskusa. Za vsak poskus smo pripravili novo 
prekonočno kulturo bakterij ter jih dodali celicam DH82. Da bi kasneje lahko upoštevali 
podatke iz vseh treh poskusov, smo morali zagotoviti dobro ponovljivost.  
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Slika 12: Ponovljivost poskusov. Siva krivulja predstavlja začetno število celic DH82, modri stolpec vrednost 
CFU/ml prekonočne kulture M. canis, oranžni stolpec pa vrednosti CFU/ml M. canis ob začetku 
kokultivacije. 
S slike 12 je razvidno, da smo v vseh treh bioloških ponovitvah imeli približno enako 
začetno število celic DH82, kot tudi M. canis. Ugotovimo lahko, da so bili poskusi 
ponovljivi in lahko upoštevamo vse podatke oziroma meritve.  
Pri kokultivaciji M. canis in celic DH82 smo se želeli čim bolj približali razmerju 50 : 1. V 
preglednici 10 so navedena razmerja za vsako od treh bioloških ponovitev poskusa. CFU 
za mikoplazme smo lahko določili šele po izvedenem poskusu. Ocenjujemo, da so, kljub 
manjšemu odstopanju med posameznimi ponovitvami, razmerja med M. canis in celicami 
DH82 dovolj podobna oziroma ponovljiva in so rezultati treh poskusov med seboj lahko 
primerljivi. 
Preglednica 10: Ponovljivost poskusov in razmerje med M. canis in celicami DH82 ob pričetku poskusa. 
 1. biološka ponovitev 2. biološka ponovitev 3. biološka ponovitev 
CFU/ml ob začetku poskusa 1,30E+08 2,10E+08 1,30E+08 
Začetno število celic DH82 2,46E+06 2,91E+06 2,03E+06 
Razmerje (M. canis/DH82) 52,85 72,16 64,04 
 
 
4.3.1 Adhezivna in invazivna sposobnost M. canis 
 
Predvidevali smo, da se bo del M. canis vezal na celice DH82, le del pripetih M. canis pa 
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Po pretečeni kokultivaciji (3 ure, 9 ur, 24 ur ali 48 ur) smo izvedli gentamicinski test, ki 
traja 3 ure. Za določitev adhezivnih M. canis smo od celokupnega števila M. canis, ki smo 
ga določili s številom kolonij M. canis v gojišču brez dodanega gentamicina, odšteli 
vrednost CFU/ml invazivnih M. canis, ki smo ga določili v gojišču z dodanim 
gentamicinom, ter tako dobili vrednost CFU/ml adhezivnih M. canis. 
 
4.3.1.1 Adhezivna sposobnost M. canis 
 
V gojišču, kjer ni bilo dodanega gentamicina, rasti M. canis nismo preprečili, zato so po 
prenosu mikoplazem na ustrezno agarsko gojišče tam nastale kolonije tako pripetih kot 
invadiranih mikoplazem. Po analizi rezultatov, pri katerih smo odšteli število invazivnih 
mikoplazem od celokupnega števila M. canis, smo dobili vrednosti CFU/ml pritrjenih 
mikoplazem, ki smo jih predstavili na sliki 13. 
 
Slika 13: Število adhezivnih M. canis. 
Na x-osi so navedeni časi kokultivacije. V vsaki časovni točki smo po končani 
kokultivaciji izvedli še gentamicinski test, ki traja 3 ure. M. canis je sposobna vezave na 
celično linijo DH82 že 3 ure po okužbi. Število pritrjenih mikoplazem doseže vrh 9 ur po 
okužbi, nato pa upada vse do konca poskusa. Padec pritrjenih M. canis 24 ur po okužbi 
korelira s padcem v številu M. canis, ki smo ga opazili tudi ob gojenju v modificiranem 
gojišču po Freyu (slika 5). Tam je najverjetnejši vzrok pomanjkanje hranil v gojišču, zato 
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4.3.1.2 Invazivna sposobnost M. canis 
 
V gojišču, ki mu je bil dodan gentamicin, smo preprečili rast mikoplazem, ki niso vstopile 
v gostiteljsko celice. Tako smo po prenosu mikoplazem na trdno modificirano gojišče po 
Freyu dobili kolonije samo invazivnih mikoplazem.  
 
Slika 14: Število invazivnih M. canis. 
Na x-osi so navedeni časi kokultivacije. V vsaki časovni točki smo po končani 
kokultivaciji izvedli še gentamicinski test, ki traja 3 ure. V manjšem obsegu je M. canis 
sposobna vstopiti v notranjost celic DH82. Že 3 ure po okužbi so mikoplazme prisotne v 
notranjosti celic DH82, največ invadiranih pa je 9 ur po okužbi. Nato sledi padec v številu 
invadiranih mikoplazem, ki korelira z upadom števila M. canis v modificiranem gojišču po 
Freyu (slika 5).  
 
4.3.1.3 Primerjava adhezivne in invazivne sposobnosti 
 
Naše ugotovitve glede adhezivne in invazivne sposobnosti M. canis sovpadajo s podatki v 
literaturi, ker se M. canis veže na celice DH82 in vstopi vanje že v prvih nekaj urah po 
okužbi (Baseman, 1995; Borovsky, 1998; Rottem, 2003; Dušanić in sod., 2009; Michaels 
in sod., 2016).  
Če predpostavimo, da smo imeli 50 M. canis na posamezno celico DH82, lahko 
ugotovimo, da se jih je le dober 1 % pritrdil na gostiteljsko celico 3 ure po okužbi. Od tega 
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Preglednica 11: Delež pripetih in invadiranih M. canis ob predpostavki, da smo imeli 50 bakterij na 
posamezno celico DH82. 
Čas inkubacije (ure) 3  9  24   48   
Delež pripetih M. canis (%) 1,283 2,137 0,235 0,100 
Delež invadiranih M. canis (%) 0,008 0,010 0,038 0,015 
 
Na sliki 15 je prikazana primerjava med številom pritrjenih in invadiranih M. canis. 
 
Slika 15: Primerjava med adheriranimi in invadiranimi M. canis. Adherirane M. canis so prikazane z modrim 
stoplcem, invadirane M. canis pa z rdečim stolpcem. 
Na x-osi so navedeni časi kokultivacije. V vsaki časovni točki smo po končani 
kokultivaciji izvedli še gentamicinski test, ki traja 3 ure. Ker je razlika med adheriranimi in 
invadiranimi M. canis velika, je rdeč stolpec, ki prikazuje invazivne mikoplazme, slabo 
viden. Zato so za boljšo preglednost na sliki 15 navedene še posamezne vrednosti CFU/ml 
za pripadajoč stolpec. 
S slike 15 je razvidno, da se več M. canis pripenja na celice DH82, kot jih vanje vstopa. 
Tako pripetih kot invazivnih mikoplazem je največ po 9 urah skupne inkubacije, nato pa 
število obojih močno upade po 24 urah skupne inkubacije. Trend upadanja je viden tudi po 
48 urah inkubacije.   
Tako kot mi so tudi Michaels in sod. (2016) med drugim testirali invazivne in adhezivne 
sposobnosti M. canis. Ugotovili so, da je več takšnih mikoplazem, ki v celico ne vstopajo, 
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moramo, da so uporabljali drug sev M. canis, prav tako pa ne vemo, v kakšen razmerju so 
okuževali njihovo celično linijo DH82.  
 




Okužba s patogenimi mikroorganizmi se pogosto konča s celično smrtjo (Ashida in sod., 
2011). Prav tako lahko v literaturi zasledimo raziskave, v katerih so znižanje viabilnosti 
okuženih celičnih linij dokazali tako za človeške (Wu in sod., 2008) kot živalske 
mikoplazme (Li in sod., 2016).  
Slika 16 prikazuje spremembo viabilnosti celične linije ob okužbi z M. canis med 48-urno 
kokultivacijo. 
 
Slika 16: Viabilnost celične linije DH82 med kokultivacijo in gentamicinskim testom (gentamicin ni bil 
prisoten). Z modro krivuljo je prikazana viabilnost neokuženih celic DH82, z oranžno krivuljo pa okužene 
celice DH82.  
Na x-osi so navedeni časi kokultivacije. V vsaki časovni točki smo po končani 
kokultivaciji izvedli še gentamicinski test, ki traja 3 ure. S slike 16 je razvidno, da je 
viabilnost neokuženih celic DH82 konstantna med 98,23 % in 98,87 %. Viabilnost 
okuženih celic DH82 pa se znižuje že od začetka testa adhezivnosti in pade do 95,49 % ob 
končani 48-urni kokultivaciji. Ker se viabilnost kontrolnih celic ne spreminja, bi lahko 
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Tako kot je prikazano na sliki 16, tudi viabilnost celic DH82 v gojiščih, kjer smo 
dokazovali invazivno sposobnost M. canis, upade za nekaj odstotkov (priloga C). 
 
4.3.2.2 Sprememba velikosti 
 
Prav tako sta zanimiva rezultata, ki sta prikazana na slikah 17 in 18. Z obeh slik je 
razvidno, da se z dolžino inkubacije spreminja velikost tako okuženih kot neokuženih celic 
DH82. 
 
Slika 17: Sprememba velikosti (v µm) celic DH82 tekom celotnega poskusa, kjer smo dokazovali adhezivno 
sposobnost M. canis. Z modrimi stolpci je prikazana sprememba velikosti neokuženih celic, z oranžnimi 
stolpci pa sprememba velikost okuženih celic z M. canis. 
 
Slika 18: Sprememba velikosti (v µm) celic DH82 tekom celotnega poskusa, kjer smo dokazovali invazivno 
sposobnost M. canis. Z modrimi stolpci je prikazana sprememba velikosti neokuženih celic, z oranžnimi 











































Čas inkubacije (v urah)
  43 
Golob Matej. Sposobnost adhezije in invazije bakterije Mycoplasma canis na modelu pasje celične linije DH82.  





Na slikah 17 in 18 so na x-osi navedeni časi kokultivacije. V vsaki časovni točki smo po 
končani kokultivaciji izvedli še gentamicinski test, ki traja 3 ure. Pri testiranju sposobnosti 
adhezije in invazije M. canis na/v celice DH82 smo ugotovili, da se velikost okuženih celic 
DH82 (oranžni stolpci) najprej poveča (celice nabreknejo), nato pa zmanjša za približno 3 
μm v obeh primerih (sliki 17 in 18).  
Dolgotrajna inkubacija brez menjave gojišča je morda razlog za spremembo velikosti 
neokuženih celic DH82 (modri stolpci), ki je očitnejši na sliki 17.  
 
4.3.2.3 Morfološke spremembe 
 
Ob okužbi s patogenimi mikroorganizmi pogosto pride do morfoloških sprememb 
gostiteljskih celic, kar velja tako za bakterijske okužbe (Giannella in sod., 1973) kot za 
virusne okužbe (Ružek in sod., 2009; Zhang in sod., 2016). To smo opazili tudi pri okužbi 
celične linije DH82 z bakterijo M. canis, kar je prikazano na sliki 19. 
 
Slika 19: Morfološke spremembe okuženih celic DH82 pri 100-kratni povečavi. Leva slika prikazuje 
kontrolno, neokuženo celično linijo DH82 po 48-urni kokultivaciji v mešanem gojišču, desna slika pa 
okuženo celično linijo DH82 prav tako po 48-urni inkubaciji v mešanem gojišču. 
S slike 19 je razvidno, da poleg zmanjšanja števila celic DH82 pride tudi do morfoloških 
sprememb, ki so verjetno posledica okužbe. Opazno je tudi povečano število liziranih 
oziroma odmrlih celic ob okužbi z M. canis. Na levi so neokužene celice DH82, kjer smo s 
črno puščico označili nepritrjene okrogle celice, z oranžno puščico pa pritrjene celice 
DH82, ki so zaradi pritrditve na podlago izgubile okroglo obliko. Na desni, kjer so 
prikazane okužene celice, so s črnimi puščicami označeni celični izrastki, z oranžnimi pa 
odmrle celice DH82.  
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Za mikoplazme je splošno sprejeta predpostavka, da so zunajcelični paraziti, ki le redko 
vstopajo v notranjost gostiteljske celice (Rottem, 2003). Številne raziskave so se že 
ukvarjale z mehanizmi patogeneze mikoplazem in vplivom okužbe na njihovega gostitelja 
(Dušanić in sod., 2009; Michaels in sod., 2016). Cilj te magistrske naloge je bil raziskati le 
del virulentnih dejavnikov bakterije M. canis in ugotoviti, kakšne so adhezivne in 
invazivne zmožnosti preučevanega bakterijskega seva na trajni pasji celični liniji DH82 in 
vitro. 
Gentamicinski test je bila logična izbira za dosego našega zastavljenega cilja, saj je 
pogosto uporabljen pri določanju adhezivnih in invazivnih zmožnosti patogenih bakterij 
(Elsinghorst, 1994). Uporabljen antibiotik gentamicin vpliva na delovanje ribosomov, saj 
se veže na malo, 30S-ribosomsko podenoto, česar evkariontske celice nimajo, njegovo 
pronicanje preko sesalskih celičnih membran pa je zelo počasno, zato lahko z veliko 
natančnostjo določimo število pripetih in število invadiranih mikoplazem (Elsinghorst, 
1994; Shakil in sod., 2008). 
Pred izvedbo gentamicinskega testa je bilo treba izvesti preliminarne teste, s katerimi smo 
preverili in določili vplive posameznih parametrov, ki bi lahko vplivali na izvedbo 
gentamicinskega testa in posledično na analizo in interpretacijo rezultatov. 
Ena izmed težav, s katerimi smo se srečali pri naših poskusih, je bila počasna rast kolonij 
M. canis na agarskih gojiščih. Ker smo želeli do podatka o hitrosti rasti in številu bakterij 
priti hitreje kot v tednu dni, smo preizkusili merjenje optične gostote (angl. »optical 
density« oz. OD) mikrobne kulture in s pomočjo umeritvene krivulje poskusili določiti 
podvojitveni čas ter povezati OD-vrednosti z vrednostmi CFU/ml. Najpogostejša valovna 
dolžina (λ) za merjenje OD-vrednosti bakterijskih kultur je 600 nm. Dodatno smo pri 
pregledu literature zasledili, da sta Sadri in Keshmiri (2012) določala OD-vrednosti pri λ 
450 nm kulture M. putrefaciens, enako so Loria in sod. (2003) določali OD-vrednosti pri 
isti λ za M. agalactiae. Rezultati naših prizadevanj za vzpostavitev povezave med 
vrednostjo CFU/ml in optično gostoto zaradi neprepričljivih rezultatov v tej nalogi niso 
prikazani. Sicer smo ugotovili, da je primernejša λ 450 nm za merjenje OD-kulture M. 
canis. Težave z določanjem OD pa gre verjetno pripisati indikatorju fenol rdeče, ki je 
prisoten v tekočem modificiranem gojišču po Freyu. Zaradi neuspele vzpostavitve 
povezave OD-vrednosti z vrednostmi CFU/ml smo za določanje števila M. canis uporabili 
standardno metodo štetja kolonij na gojitveni plošči, s katero po preračunu (enačba 1) 
določimo število kolonij na ml (angl. »colony forming units« oz. CFU; CFU/ml) (Rodwell 
in Whitcomb, 1983). 
Pri testiranju adhezivnih in invazivnih sposobnosti M. canis smo bakterije najprej 
kokultivirali skupaj s celicami DH82, nato pa izvedli gentamicinski test. Pred kokultivacijo 
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in izvedbo gentamicinskega testa smo v preliminarnih testih preverili vpliv gentamicina in 
mešanega gojišča na M. canis in na celice DH82.  
Hannan (2000) podrobno opisuje navodila, kako določiti vrednosti MIC za mikoplazemske 
vrste, vendar mi nismo želeli določiti MIC, temveč samo preveriti, ali izbrana 
koncentracija gentamicina inhibira rast mikoplazem in ali vpliva tudi na rast celične linije. 
V literaturi (Baseman, 1995; Borovsky, 1998; Rottem, 2003; Dušanić in sod., 2009; 
Michaels in sod., 2016) trdijo, da če mikoplazme vstopajo v gostiteljsko celico, se to zgodi 
v prvih nekaj urah po okužbi. Zato smo preverili, ali gentamicin v dveh oziroma štirih urah 
delovanja inhibira rast M. canis. Na Katedri za genetiko, animalno biotehnologijo in 
imunologijo Oddelka za zootehniko Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani, imajo 
veliko izkušenj z delom z mikoplazmami. Na podlagi njihovih izkušenj smo se odločili, da 
bomo testirali koncentracije gentamicina, ki preverjeno inhibirajo rast mikoplazem. 
Dušanić in sod. (2009) so pri izvajanju gentamicinskega testa za M. synoviae uporabljali 
končno koncentracijo gentamicina 500 μg/ml, čeprav so ugotovili, da je vrednost MIC med 
2 in 3 μg/ml. Dodatno so Michaels in sod. (2016) izvajali gentamicinski test na drugem 
sevu, vendar na isti vrsti mikoplazme kot mi, in so za svoj poskus uporabljali končno 
koncentracijo gentamicina 400 μg/ml. Inhibicijo rasti mikoplazem zaradi delovanja 
gentamicina smo preverili samo enkrat, vendar smo preizkusili več različnih koncentracij 
gentamicina (100 μg/ml, 200 μg/ml, 400 μg/ml, 600 μg/ml in 800 μg/ml). Ne glede na 
koncentracijo antibiotika je rast mikoplazem vedno inhibirana. Kljub temu da je bilo iz 
rezultatov razvidno, da zadostuje že koncentracija 100 μg/ml, smo se določili za 4-krat 
večjo koncentracijo gentamicina. Tako smo zagotovo inhibirali rast vseh neinvadiranih 
mikoplazem.  
Antibiotik gentamicin je pogosto uporabljen pri določanju invazivnih sposobnosti 
patogenih mikroorganizmov. Vendar gentamicin v manjšem obsegu vseeno pronica skozi 
celično membrano sesalskih celic (Elsinghorst, 1994). Dodatno Shakil in sod. (2008) 
opisujejo negativne vplive aminoglikozidnih antibiotikov, ki se uporabljajo v humani 
medicini (povzročajo lahko ototoksičnost in nefrotoksičnost), Ali (1995) pa je opisal tudi 
poškodbe ploda. Čeprav so bolniki veliko kompleksnejši sistemi in lahko do toksičnega 
delovanja gentamicina pride zaradi drugih vzrokov, smo vseeno preverili, ali lahko izbrana 
koncentracija gentamicina vpliva na rast celične linije DH82. Zato smo k celicam DH82 
dodali primeren volumen založne koncentracije antibiotika (40 mg/ml) in spremljali 
njihovo rastno dinamiko. Ugotovili smo, da prisotnost gentamicina v gojišču ne vpliva na 
rast izbrane celične linije.  
Tako modificirano gojišče po Freyu kot popolno gojišči MEME + in MEME − sta bogati in 
kompleksni gojišči. V modificiranem gojišču po Freyu je prisoten tudi konjski serum, k  
minimalnemu osnovnemu gojišču MEME pa je dodan fetalni goveji serum. Vseeno pa je 
eno namenjeno rasti mikoplazemske kulture, drugo pa celični liniji. Zato smo s 
preliminarnimi testi ugotavljali, ali ima rast v mešanem gojišču (z razmerjem 1 : 1 med 
modificiranim gojiščem po Freyu in gojiščem MEME −) kakršenkoli vpliv na rast tako 
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mikoplazem kot celične linije. Mikoplazme smo mešanemu gojišču izpostavili za 24 ur, 
kar je tudi ena izmed pomanjkljivosti tega preliminarnega testa. Kokultivacija pred izvedbo 
gentamicinskega testa je trajala 48 ur in ne 24 ur, zato bi natančnejše rezultate pridobili z 
48-urno izpostavitvijo mikoplazem mešanemu gojišču. Izkazalo se je, da rast v mešanem 
gojišču vpliva na hitrost rasti bakterij, saj se je podvojitveni čas M. canis podaljšal s 86,16 
minute v modificiranem gojišču po Freyu na 221,54 minute v mešanem gojišču. Rastna 
krivulja s posameznimi fazami rasti je vidna v obeh primerih, kar lahko razberemo s slik 5 
in 7. V literaturi lahko zasledimo zelo različne podatke o podvojitvenih časih 
predstavnikov razreda Mollicutes, od dobrih 20 minut za Acholeplasma morum pa vse do 
slabih 200 minut za M. arginini (Beaman in Pollack, 1983). Čeprav so podvojitveni časi 
močno odvisni od bakterijske vrste, pogojev gojenja, prisotnosti hranil in drugih 
parametrov, naši rezultati vseeno sovpadajo s podatki iz literature. S pomočjo rezultatov 
vpliva mešanega gojišča na rast celic DH82 pa smo prišli do zaključka, da prisotnost 
modificiranega gojišča po Freyu sicer upočasni podvojevanje bakterij, vendar pa te 
preživijo (in se celo podvojujejo) tudi v mešanem gojišču. Za natančnejšo oceno števila 
adheriranih in invadiranih M. canis in s tem adhezivno in invazivno zmožnost preučevane 
bakterije bi bilo najboljše, da se število M. canis ne bi spreminjalo zaradi podvojevanja.  
V gojišču MEME + je podvojitveni čas celic DH82 47,36 ure, v mešanem gojišču pa se 
podaljša na 49,47 ure. Razlika sicer obstaja, vendar je v območju napak pri štetju celic s 
hemocitometrom. Rezultati bi bili natančnejši, če bi poskus podaljšali še za nadaljnjih 48 
ur. Tudi za celice DH82 v literaturi zasledimo različne podatke o podvojitvenih časih, ki pa 
so znova odvisni od gojitvenih pogojev, sestave gojišča, prisotnih hranil in natančnosti 
laboratorijskega osebja. Figueroa in sod. (2016) so določili potreben čas za podvojitev 
celic pri 42,9 urah, Barnes in sod. (2000) pa pri več kot 100 urah.  
Za določitev tistih mikoplazem, ki so uspešno vstopile v celice DH82, moramo celice 
DH82 lizirati, da se mikoplazme iz njih sprostijo. Zato smo poskušali stopiti membrano 
celic DH82 z detergentom triton X-100 pri različnih uporabljenih koncentracijah (1 %, 
0,5%, 0,25% in 0,1%). Celice smo sprali s PBS in nato dodali triton X-100, redčen s PBS, 
za 5 oz. 10 min. Ugotovili smo, da vse testirane koncentracije tritona popolnoma lizirajo 
celice DH82 po 10-minutni izpostavljenosti in v večji meri tudi po 5-minutni izpostavitvi. 
Ko pa smo testirali vpliv preizkušenih koncentracij tritona, redčenega s PBS, na M. canis, 
smo naleteli na težave. Žal so vse koncentracije tritona X-100 ne glede na dolžino 
izpostavljenosti za M. canis citotoksične, ker po prenosu kulture na trdno modificirano 
gojišče po Freyu tam ni nastala niti ena kolonija, česar pa nismo pričakovali ne želeli. Po 
nekajkratnem ponavljanju poskusa smo se zaradi neuspešnih rezultatov odločili, da celic ne 
bomo izpostavljali tritonu, saj smo predpostavili, da bodo celice DH82 po redčenju in 
prenosu redčitve na trdna modificirana gojišča po Freyu, ki je namenjeno rasti M. canis, 
propadle in tako »sprostile« invadirane mikoplazme. Tako rezultati preliminarnega 
poskusa s tritonom v magistrski nalogi niso prikazani, ker smo se zaradi opisanih težav 
odločili, da ga ne bomo uporabili v poskusu.  
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Glavni poskus za oceno adhezivnih in invazivnih lastnosti mikoplazem smo ponovili 3-
krat, posamezne začetne vrednosti vseh treh bioloških ponovitev so prikazane na sliki 12. 
Prizadevali smo si, da bi vedno dosegli razmerje 50 : 1 med M. canis in celicami DH82. Iz 
preglednice 10 je razvidno, da nam je to večinoma tudi uspelo, zaradi česar so rezultati 
posameznih bioloških ponovitev primerljivi med seboj.  
Pri določanju adhezivne sposobnosti M. canis smo ugotovili, da so zmožne pritrjevanja na 
celice DH82 že po 3 urah kokultivacije. Največje število pritrjenih M. canis je po 9 urah 
skupne inkubacije. Podatek korelira z rastno dinamiko M. canis v modificiranem gojišču 
po Freyu, pri kateri smo ugotovili, da je ravno po 9 urah inkubacije največje število M. 
canis. Upad adheriranih M. canis po 24 urah in 48 urah po okužbi celic DH82 bi lahko 
pripisali pomanjkanju hranil v gojišču, saj ga med kokultivacijo nismo zamenjali s svežim. 
Do podobnih ugotovitev smo prišli pri določanju števila invadiranih M. canis, ki so prešle 
membrano gostiteljske celice in se tako izognile delovanju gentamicina. Tudi tukaj je 
največ M. canis vstopilo v celice DH82 že po 3 urah kokultivacije in so dosegle največje 
število po 9 urah kokultivacije, kar korelira s podatki o rasti M. canis v modificiranem 
gojišču po Freyu. Število invadiranih M. canis nato skoraj popolnoma upade. Razlog gre 
iskati v pomanjkanju hranil v gojišču, ki je bilo nespremenjeno oziroma ni bilo dopolnjeno 
vseh 48 ur kokultivacije. Dodatno je možno, da se ob 3-urni inkubaciji z gentamicinom 
nekaj M. canis sprosti iz celic DH82, bodisi  spontano ali ob razpadu celic DH82 zaradi 
okužbe, kar dodatno zniža število invadiranih M. canis.  
Če primerjamo število pritrjenih in invadiranih mikoplazem, ugotovimo, da je veliko več 
takšnih mikoplazem, ki se na celice DH82 samo pritrjujejo (slika 15). Podobno so 
ugotovili tudi Michaels in sod. (2016), ko so dokazali invazivne sposobnosti M. canis, a pri 
njih razlika med adhezivnimi in invazivnimi mikoplazmami ni tako velika. V literaturi 
lahko najdemo opisano zmožnost invazije tudi za druge vrste mikoplazem (Winner in sod., 
2000; McGowin in sod., 2009; Dušanić in sod., 2009; Michaels in sod., 2016). Zanimivi so 
tudi rezultati, predstavljeni v preglednici 11, kjer smo predpostavili, da je bilo po okužbi 
celic DH82 dejansko 50 M. canis na posamezno celico DH82. Tako se jih na celice DH82 
pritrdi le dober 1 % 3 ure po okužbi in doseže dobra 2 % 9 ur po okužbi. Le 8 ‰ 
(promilov) M. canis pa je takšnih, ki so sposobne vstopiti v notranjost celic DH82.   
Okužba celic DH82 z M. canis povzroči padec viabilnosti celic DH82. Verjetno je prišlo 
do skupnega učinka kot posledice pomanjkanja hranil v gojišču, prisotnosti modificiranega 
gojišča po Freyu ter okužbe celic DH82 z M. canis. Lahko pa večinski delež vzroka za 
padec viabilnosti celic iščemo v okužbi z M. canis. S preliminarnimi testi smo namreč 
dokazali, da na viabilnosti in število celic DH82 gentamicin ne vpliva, prav tako smo 
ugotovili, da rast celic DH82 v mešanem gojišču ni otežena, poraba hranil v gojišču v 48 
urah gojenja pa je malo verjetna, ker se število celic DH82 v gojišču MEME – povečuje.  
Padec odstotka viabilnosti sicer ni tako očiten, kar bi lahko nakazovalo na manjše 
poškodbe, do katerih pride na celicah DH82. Majhna poškodba okuženega tkiva in težavna 
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identifikacija M. canis sta morda vzrok, da je v veterinarski praksi okužba z M. canis 
redkeje diagnosticirana ali celo spregledana. Padec viabilnost smo pričakovali, čeravno ta 
le rahlo upada. V literaturi namreč zasledimo, da so kot posledico okužbe celičnih linij z 
mikoplazmami dokazali zmanjšanje viabilnosti okuženih celičnih linij tako za živalske (Li 
in sod., 2016) kot tudi za človeške mikoplazme (Wu in sod., 2008). Okužba s patogenimi 
mikroorganizmi namreč predstavlja stres za gostiteljsko celico in se pogosto konča s 
celično smrtjo (Ashida in sod., 2011). Mikoplazme se sicer zelo dobro izmikajo 
imunskemu odzivu, zato so pogosta blaga kronična obolenja (Razin, 2007), a to velja 
predvsem za sisteme in vivo, kjer ena gostiteljska celica ni okužena s približno 50 
mikoplazmami, kot je v umetnih pogojih in vitro. Takšno razmerje med številom 
mikoplazem na posamezno celico DH82 pomeni izredno velik stres, ki vodi v padec 
viabilnosti.  
Okužba celic DH82 z M. canis se odraža tudi v spremembi velikosti ter morfologije 
okuženih celic. Ves čas poteka poskusa smo spremljali velikost celic DH82 z uporabo 
števca LUNA-FL™ ter vzorce tudi mikroskopirali. Velikost okuženih celic se zmanjša za 
približno 3 μm. Velikost okuženih celic se v primerjavi z neokuženimi najprej poveča 
(celice nabreknejo), kar je verjetno posledica okužbe. Nato pa se velikost celic DH82 
postopno zmanjšuje. Okužba predstavlja stres za gostiteljske celice, kar zmanjša njihovo 
sposobnost rasti in obnavljanja celične membrane, kar bi se lahko odražalo v postopnem 
zmanjševanju velikosti.  
Spremembo v morfologiji okuženih sesalskih celic so odkrili pri mnogih drugih 
raziskavah. Tako je na primer ob okužbi z M. gallisepticum  Lam (2003) opazil izgubo 
jajčaste oblike okuženih celic (angl. »ovoid shape«), pojav nagubane površine (angl. 
»ridges and folds«) ter spremembo v velikosti celic že po petih urah inkubacije. Podobno 
opisujejo Vogl in sod. (2008) s pojavom ugreznin in jarkov (angl. »dimples and grooves«) 
na kokošjih eritrocitih. Ben-Menachem in sod. (2001) so povezali indukcijo apoptoze 
primarnih podganjih astrocitov (angl. »primary rat astrocytes«) zaradi pomanjkanja holina 
v gojišču z okužbo z M. fermentas. Čeprav iz naših rezultatov lahko sklepamo, da je 
okužba z M. canis povzročila lizo celic DH82, pa so Suleman in sod. (2016) ugotovili, da 
okužba govejih in bizonovih celic PBMC (angl. »peripheral blood mononuclear cell«) z M. 
bovis podaljšuje življenjsko dobo okuženih celic s preprečevanjem apoptoze. Podobno so 
ugotovili van der Merve in sod. (2010) ob okužbi celic PBMC z izolati M. bovis, kjer so 
zaznali kar 50-odstotno znižanje v apoptozi.  
Med kokultivacijo celic DH82 in M. canis smo opazili povečano število pritrjenih celic ter 
pojav celičnih izrastkov, zaradi česar so bile celice nepravilnih oblik in ne več okrogle 
oziroma ovalne (slika 19). To je bilo pogosteje opazno pri okuženih celicah, a so 
spremembe bile opazne tudi  pri neokuženih celicah DH82. Heinrich in sod. (2014) so 
opisali, da so celice DH82 ne glede na pasažo v različnih oblikah, a so opazili, da so celice 
zgodnje pasaže (do 13. pasaže) bolj sferične oblike kot celice pozne pasaže (do 70. pasaže) 
celic DH82, pri katerih so vedno pogostejše tudi pritrjene celice z izrastki. To so pojasnili s 
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kopičenjem mutacij in progresivno dediferenciacijo celic ob dolgotrajni kultivaciji. Čeprav 
v naših poskusih celične linije nismo kultivirali do tako poznih pasaž, bi lahko vsaj del 
morfoloških sprememb, ki smo jih opazili, pripisali tudi nakopičenim mutacijam med 
kultivacijo.  
Povzamemo lahko, da je M. canis sposobna tako adhezije kot invazije na/v trajno pasjo 
celično linijo DH82 v pogojih in vitro. Okužba vodi v pojav morfoloških sprememb in 
padec viabilnosti celic DH82. 
Z izvedbo dodatnih analiz bi pridobili še več podatkov, s katerimi bi izboljšali pridobljene 
rezultate. Tako bi z določanjem adhezivne in invazivne sposobnosti že takoj po okužbi 
celic DH82 ali v krajših intervalih vzorčenja z M. canis ugotovili, kako hitro se M. canis 
pritrdi in vstopi v celice DH82. Več tehničnih in bioloških ponovitev bi omogočilo 
natančnejšo statistično obdelavo podatkov, kar bi znova izboljšalo naše rezultate, naša 
interpretacija pa bi temeljila na statistično zanesljivejših podatkih. Z uporabo elektronske 
mikroskopije bi bile morfološke spremembe, ki so delno vidne tudi pri svetlobni 
mikroskopiji, opaznejše in zato bi o njihovem pojavu lahko sklepali z večjo gotovostjo. Z 
uporabo fluorescentno označenih protiteles, ki bi se vezala na bakterijo M. canis, bi lahko 
natančno lokalizirali tako adhezivne kot invazivne mikoplazme. S tem bi morda spoznali 
še kakšno podrobnost o mehanizmu pripenjanja in invazije v celice DH82. Analiza 
izražanja genov, proteinski profil in morda tudi analiza kaskadnih signalnih poti bi nam 
mehanizem adhezije in invazije preučevane bakterije še bolj približali, z njihovo pomočjo 
pa bi lahko nato razjasnili način nastanka bolezni, predlagali nove načine diagnostike in 
morda tudi drugačen pristop k zdravljenju okužb. 
Okužba z M. canis vodi večinoma v blaga obolenja, večjih citopatskih učinkov na celični 
liniji nismo opazili, torej lahko sklepamo, da okužba tkiva v sistemih in vivo prav tako ni 
huda. Dodatno diagnosticiranje okužb z M. canis otežuje počasna rast, zato je okužba 
pogosto spregledana. Ker so predstavniki rodu Mycoplasma močno razširjeni in ker 
nekatere vrste povezujejo z resnimi okužbami ali vsaj kot okužbo, ki spremlja druga resna 
obolenja, ocenjujemo, da je diagnostika M. canis v veterinarski praksi podcenjena, okužba 
pa velikokrat spregledana.  
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Na podlagi dobljenih in analiziranih podatkov lahko postavimo naslednje trditve za M. 
canis in celice DH82: 
 
 S preliminarnimi testi smo za M. canis ugotovili, da: 
 
 izbrane koncentracije gentamicina v testiranih obdobjih popolnoma inhibirajo 
bakterijsko rast; 
 sestava mešanega gojišča vpliva na hitrost rasti, saj se podvojitveni čas podaljša. 
 
 S preliminarnimi testi smo za celice DH82 ugotovili, da: 
 
 dodatek gentamicina v gojišče ne vpliva na rastno dinamiko celične linije; 
 rast v mešanem gojišču bistveno ne vpliva na rastno dinamiko celične linije. 
 
 Iz podatkov poskusa, s katerim smo ocenjevali adhezivnost in invazivnost 
(kokultivacija in gentamicinski test), lahko sklepamo, da za M. canis velja, 
da: 
 
 so M. canis sposobne adhezije (od 50-ih se jih 9 ur po okužbi na celice DH82 
pripne 2,137 %); 
 so M. canis sposobne invazije (od 50-ih jih 9 ur po okužbi vstopi 10 ‰, kar je 0,47 
% tistih M. canis, ki so se na celice DH82 pritrdile); 
 se število tako adhezivnih kot invazivnih mikoplazem prvih 9 ur inkubacije 
povečuje, nato pa strmo pade; 
 povzroči morfološke spremembe pri celični liniji DH82. 
 
 Iz podatkov kokultivacije lahko sklepamo, da za celice DH82 velja, da: 
 
 se viabilnost okuženih celic postopno zmanjšuje vse do konca 48-urne 
kokultivacije; 
 se velikost okuženih celic proti neokuženim najprej poveča, nato pa upade za 
približno 3 μm.  
 
Čeprav smo s poskusi ugotovili, da se večina mikoplazem samo pritrjuje na gostiteljsko 
celico, lahko iz rezultatov razberemo, da jih majhen del vanje tudi vstopa. Tako smo svojo 
začetno hipotezo, v kateri trdimo, da se M. canis pripenja na celice DH82 in vanje tudi 
vstopa, potrdili. 
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V rod Mycoplasma sodijo ene najmanjših samostojno podvajajočih se bakterij, kar jih 
poznamo. Majhnost, redukcija genoma, pomanjkanje celične stene in odvisnost od 
gostiteljske celice so le nekatere izmed značilnost, ki odlikujejo ta bakterijski rod. Njihovo 
gojenje zahteva kompleksna gojišča, počasna rast na trdnih gojiščih pa oteži laboratorijsko 
delo in analizo rezultatov.  
Mikoplazme so ubikvitarni mikroorganizmi, ki niso sposobni sinteze eksotoksinov in 
endotoksinov, lahko pa povzročijo obolenja tako pri ljudeh kot tudi drugih živalskih vrstah 
(psi, mačke, govedo, perutnina, ribe), najdemo pa jih celo pri rastlinah. Pri živalih 
povzročajo predvsem blaga kronična obolenja, ki pa lahko v redkih primerih preidejo v 
hudo, celo smrtno okužbo.  
Pasja mikoplazma M. canis povzroča okužbo urogenitalnega trakta in je povezana z 
neplodnostjo. Vsi mehanizmi za uspešno kolonizacijo gostiteljskih celic niso poznani 
oziroma so slabo opisani. Vsekakor pa vstopanje v gostiteljsko celico omogoča bakteriji 
izogibanje imunskemu odzivu in vodi v kronična obolenja.  
Namen našega dela je bil določiti sposobnost adhezije bakterije M. canis na trajno pasjo 
celično linijo DH82 in vitro ter sočasno preveriti, ali je bakterija zmožna v gostiteljsko 
celico tudi vstopiti. Za preverjanje teh sposobnosti smo izvedli gentamicinski test, z 
metodo štetja kolonij (CFU) pa določili število adhezivnih in invazivnih mikoplazem. 
Rezultati so pokazali, da se M. canis pripenja na celice DH82 in v malem številu vanje tudi 
vstopa. Število adheriranih in invadiranih mikoplazem narašča prvih 9 ur po okužbi, ko 
doseže svoj vrh, nato pa strmo pade. 
Poskusi so pokazali tudi rahel padec viabilnosti celične linije DH82, mikroskopske slike in 
določanje velikosti celic DH82 pa nakazujejo tudi na morfološke spremembe, saj se 
premer celic zmanjša za približno 3 μm, hkrati pa smo zaznali povečano število liziranih 
celic, sploh po 48 urah od okužbe celic DH82. Prav tako je bilo prisotnih več izrastkov na 
celicah DH82, zaradi česar so bile celice nepravilnih oblik in ne več okrogle. 
Tako smo z nekaj poskusi le na nekoliko pokukali za tančico skrivnosti, ki obdaja bakterijo 
M. canis, zato bo potrebnih še veliko raziskav, s katerimi bodo popolnoma spoznali 
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Genus Mycoplasma contains one of the smallest self-replicating bacteria ever known. Its 
small size, genome reduction, lack of a cell wall and dependece of the host cell are just few 
out of many features that define the genus itself. A complex medium is a must when 
cultivating Mycoplasmas and slow growth on agar plates makes laboratory work and 
analysis of the results even more difficult.  
Mycoplasmas are ubiquitous microorganisms, which do not sinthesyse exotoxins nor 
endotoxins, yet they are able to cause diseases in humans, other animals (dogs, cats, cattle, 
poultry, fish, etc.) and are present even in plants. Mild chronic diseases are common 
among animals but occasionally pass to more serious or even deadly infections. 
Canine M. canis is linked with urogenital infections and even with infertility. Mechanisms 
that contribute to the colonization of host cells are not entirely known, but host cell 
invasion allows avoidance of the host's imune response and it is most probably the main 
reason for prolonged chronic diseases. 
The sole purpose of this Master's thesis was to establish whether M. canis adhere onto and 
invade into the canine cell line DH82 in vitro. To determine the number of attached and 
invaded bacteria, we used a simple yet effectice gentamicin invasion assay and combined it 
with determining colony forming units (CFU) of adhered and invaded M. canis. Results of 
the 48 hours long incubation shows that M. canis is able to adhere onto the host cell and in 
a small number even invade into the cell line DH82. The number of attached and invaded 
mycoplasmas reaches its peak after 9 hours into incubation and later falls even bellow the 
starting CFU value.  
Experiments showed a slight drop in viability of the DH82 canine cell line, microscopic 
images and changes in diameter of cell DH82 suggest that morphological changes are also 
present after cells are infected with mycoplasmas. The diameter is reduced for about 3 μm 
after 48 hours of the incubation period and the number of lysed cells increased with 
incubation. Loss of the ovoid shape is also present and the reason for it may be due to the 
presence of bacteria.  
We peered only brielfy behind the veil of mystery that surrounds M. canis and a lot of 
research is needed in the future to completely unravel and understand the mechanisms of 
pathogenesis and physiology of studied bacteria.  
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Ponovljivost gentamicinskega testa. 
a) Adhezivna sposobnost M. canis: 
 
Legenda: Prva biološka ponovitev (modra krivulja), druga biološka ponovitev (oranžna 
krivulja) in tretja biološka ponovitev (siva krivulja). 
 
b) Invazivna sposobnost M. canis: 
 
Legenda: Prva biološka ponovitev (modra krivulja), druga biološka ponovitev (oranžna 
krivulja) in tretja biološka ponovitev (siva krivulja). Na x-osi so navedeni časi 
kokultivacije. V vsaki časovni točki smo po končani kokultivaciji izvedli še gentamicinski 
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Število pripetih in invadiranih M. canis ter število M. canis na posamezno celico DH82. 
a) Število pripetih M. canis 
   Adhezivna sposobnost M. canis 
Čas inkubacije (ure) 3 9 24 48 
Število celic DH82 3,05E+06 3,12E+06 2,76E+06 1,77E+06 
Vrednost CFU/ml M. canis  1,96E+06 3,33E+06 3,24E+05 8,89E+04 
Število M. canis na 1 celico DH82 0,64 1,07 0,12 0,05 
 
b) Število invadiranih M. canis 
   Invazivna sposobnost M. canis 
Čas inkubacije (ure) 3 9 24 48 
Število celic DH82 2,80E+06 3,44E+06 2,30E+06 1,77E+06 
Vrednost CFU/ml M. canis  1,51E+02 3,78E+02 1,02E+02 1,33E+01 
Število M. canis na 1 celico DH82 0,00005 0,00011 0,00004 0,00001 
 
V vsaki časovni točki smo po končani kokultivaciji izvedli še gentamicinski test, ki traja 3 
ure.  
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Viabilnost celične linije DH82 med 48-urno kokultivacijo ter po 3-urnem gentamicinskem 
testu. 
 
Legenda: Oranžna krivulja predstavlja viabilnost okuženih celic DH82, modra krivulja pa 
viabilnost neokuženih oziroma kontrolnih celic DH82. Na x-osi so navedeni časi 
kokultivacije. V vsaki časovni točki smo po končani kokultivaciji izvedli še gentamicinski 
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